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@ System zur Freisetzung und Isolierung von Nukleinsauren 

@ Ein Verfahren zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein- 
sauren aus biologischen Kompartimenten einer Probe be- 
nutzt ein Gerat immer, welches zur Aufnahme eines oder 
mehrerer Probenbearbeitungsgefa&e, zur Thermostatisie- 
rung der Probenbearbeitungsgefa&e, zum Schutteln der 
Probenbearbeitungsgefa&e und zur magnetischen Abschei- 
dung von Magnetpartikeln geeignet ist. Hierdurch wird die 
Isolierung von Nukleinsaurerr 'wesentlich vereinfacht 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung sind ein System zur Frebetzung und I soli e rung von Nukleinsauren und ein 
Verfahren zur Benutzung dieses Systems. 

Nachwebverfahrea die auf der Bestimmung von Nukleinsauren in einer Probe beruhen, sind in jQngerer Zeit 
verstSrkt mit Interesse bedacht wordea Dies liegt unter anderem in der erreichbaren hohen Spezifitat des 
Nachweises. Hierin sind Nukleinsaurenachwebe den Antigennachweisen prinzipieil uberlegea Wahrend Anti- 
gene jedoch oft in einer Probe schon relativ zuganglich vorliegea mOssen NukJeinsaurea insbesondere bei 
Nachweisen von Organismea meist in mehreren Schritten zuganglich gemacht werdea Daruber hinaus sind 
Nukleinsauren in der Kegel in sehr geringen Konzentrationen vorhandea Insbesondere bei der Isolierung von 
Nukleinsauren a us zellhaltigen Proben sind bbher aufwendige Aufreiiugungsverfahren bekannt 

Die auf dem Markt derzeit angebotenen Probenanreicherungs- und Probenvorberettungssysteme fflr Nu- 
kleinsauren ermdgtichen keine geziehe Anretcherung von Zellen mit magnetischen Partikela Die Sensitivitat 
bei diesen Verfahren ist oft nicht ausreichend hoca Die zur Zeit erhaltlichen automatisch arbeitenden Proben- 
vorbereitungssysteme benotigen organische Losungsmittel (Phenol- und/oder Chlorofoim-Alkoholgemische) 
zur Gewinnung der Nukleins^ure. 

Die derzeit eingesetzten Verfahren unter Verwendung einer Immobilbierung der Nukleinsauren benutzen im 
wesentlichen zwei Prinzipien zur Isolierung der NukJeinsiuea In einer ersten Mdglichkeit werden nukleinsaure- 
haltige flussige Proben durch eine Festphasenmatrix gesaugt, wobei die Nukleinsauren in der Festphasenmatrix 
festgehalten werdea Dies setzt einen vorherigen Lyseschritt voraus, der in einem getrennten GefaB durchge- 
fOhrt wurde. AnschlieBend werden die Nukleinsauren durch Durchsaugen einer ElutionsflQssigkeit von der 
Festphasenmatrix geldst Die nukleinsiurehaltigen Elutionsldsung wird in ein GefaB zur Weiterbearbeitung 
ahgesaugtEs hat sich jedoch herausgesieut 

die DurchfOhrung einer sp&eren Amphfikationsreaktk>a z, B. PGR, erforderlichen Reinheit nicht ausreichend 

bt _ „ „ _ - = ^ 

Bei einem zweiten Prinzip werden die Nukleinsauren ausgefallt und mittels einer Zentrifuge separiert Bei 
diesem Verfahren bt jedoch ein sogenannter Batch-Be trieb unuroganglich. Bei einem solchen Verfahren wird 
bebpielsweise eine zellhaltige Losung in einem ersten ReaktionsgefaB mit lysierenden Agenzien behandelt 
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung aus dem GefaB in ein Zentrifugationsrohrchen umpipettiert Dieses 
Rohrchen hat einen Einsatz, an welchem die freigesetzten Nukleinsauren adsorbieren konnea wahrend die 
restliche Flussigkeh wahrend der Zentrifugation in den unteren Bereich des Rdhrchens flieBen kana Zum 
Waschen der absorbierten Nukleinsauren wird der Einsatz ein- oder mehrmals mit einer Waschflussigkeit 
behandelt Hierzu muB der Einsatz in ein weiteres Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt werdea damit nicht Reste 
der Probenflussigkeit wieder zuruck in den Einsatz gelangea Im letzten Schritt wird der Einsatz in ein weiteres 
neues GefaB eingesetzt Die Nukleinsauren waren durch Zentrifugation einer Elutionsldsung durch den Einsatz 
in ein weiteres GefaB hinein in eine weiterverarbeitungsfahige Losung uberfuhrt Dieses Verfahren ist jedoch 
einerseits mit einem hohen Kontaminationsrisiko behaftet und andererseits sind eine Vielzahl von Wechseln der 
Reaktionsgef aBe erforderlica 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein System bereitzustellea bei dem die Nachteile des Standes der 
Technik vollstandig oder zumindest teilweise beseitigt werdea Insbesondere konnen mit diesem System Nu- 
kleinsauren an einer Festphasenmatrix absorbiert und desorbiert werdea ohne daB fur diese Schritte eine 
Zentrifuge erf orderlich ware. 

Ein Kern der Erfindung ist die Benutzung einfacher, ublicherweise in Analysenautomaten vorkommender 
Module zur Betreibung des Systems. 

Gegenstand der Erfindung bt ein Verfahren zur Freisetzung und Isolierung oder zum Nachweb von Nuklein- 
sauren aus biologischen Kompartimenten einer Probe, enthaltend die Schritte: 

— Inkubation der Probe in einem Probenbearbeitungsgef IB zusanunen mit magnetischen Partikela wel- 
che die biologischen Kompartimente binden konnea unter SchQttem des ProbenbearbeitungsgefaBes, 

— Positionieren eines Magneten in der Nahe des ProbenbearbeitungsgefaBes, so daB die Magnetpartikel 
an der Gef^wand festgehalten werdea 

— Entfemen der resultierenden Flussigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB, 

— Resuspension der Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit durch 

a) Entfernen des Magneten aus der Nahe des ProbenbearbeitungsgefaBes, so daB die Magnetpartikel 
nicht mehr durch den Magneten an der Wand festgehalten werden und gleichzeitig 

b) Schutteln des ProbenbearbeitungsgefaBes, 

— AufschhiB der biologischen Kompartimente unter Erwarmung, 

— AbkQhlen der Auf schluBrabchung unter Bedingungen, die eine Immobilbierung oder Hy bridbierung der 
zu bolierenden oder nachzuweisenden NukJeinsaure ermoglkhea 

Ebenfalb Gegenstand der Erfindung ist ein System zur Freisetzung und Isolierung von Nukleinsauren aus 
einer Suspension von biologischen Kompartimenten mit Magnet partikela 

Nukleinsauren im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Nukleinsauren, die in biologischen Kompartim nten 
vorliegea Unter biologischen Kompartimenten werden insbesondere Zeliea z. B. viralen oder bakteriellen 
Urspmngs verstandea Besonders bevorzugt liegen die Zellen in wesentlichem vereinzelten Zustand vor, Prinzi- 
pieil konnen auch mehrzellige Kompartimente im Sinne der Erfindung bearbeitet werdea Diese Kompartimen- 
te mit ihren Nukleinsauren liegen zu Beginn des erftndungsgemifien Verfahrens in einer Probe vor. Bevorzugt 
bt diese Probe eine Suspension der biologischen Kompartimente in einer Flussigk it Solche Proben konnen 
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beispielsweise erhahen werden aus Korperflussigkeiten, z. B. Blut, Speichel oder Uria 

.Unter Freisetzung der Nukleinsauren wird im Sinne der Erfmdung der Austria der Nukleinsauren aus den 
biologischen Kompartimenten verstandea Dieser Austritt kann auf beliebige Weise geschehen. Bevorzugt 
findet der Austptt. durch Zerstdrung der die biologischen Kompartimente gegen die FlQssigkeit abgrenzenden 
Wand statt Dies kann beispielsweise erreicht werden durch Behandlung der Kompartiinente mit zeUwandzer- 5 
stdrendenMitteta,z.B. Proteinase IC 

Unter der Isolierung von Nukleinsauren wird die Abtrennung der Nukleinsaurne von anderen Bestandteilen 
der Probe verstandea Solche anderen Bestandteile sind beispielsweise die Wande der biologischen Komparti- 
inente, deren Abbauprodukte, weitere Inhaltsstoffe der biologischen Kompartimente sowie Inhaltsstoffe der 
Flflssigkeit, welche die biologischen Kompartimente in der Probe umgibt Hierzu gehdrea beispielsweise Prote- to 
ine, Inhibitoren fQr Enzyme, insbesondere Nukleinsaure-abbauende Enzyme, wie DNase. In diesem Sinne kann 
Isolierung auch als eine Art Reinigung der Nukleinsauren verstanden werden. Diese Isolierung kann sowohl 
spezifisch als auch unspezifisch im Htnblick auf weitere in der Probe enthaltenen Nukleinsauren seia 

Unter einem Nachweis von Nukleinsauren wird erfindungsgemaB ein Verfahren verstanden, bei welchera die 
Anwesenheit oder Menge von Nukleinsauren bestimrat wird Diese Verfahren konnen sowohl quantitativ als 15 
auch qualitativ vorgenommen werden. Fur die Durchfuhrung quantitativer Nachweise wird in der Regel ein 
Vergleichsversuch mh einer Probe durchgefuhrt, die eine bekannte Menge der nachzuweisenden Nukleinsauren 
enthalt Der Nachweis kann sowohl sequenzspezifisch als auch sequenzunspezifisch seia Um die Nachweise 
spezifisch zu roachen, verwendet man in der Regel sogenannte Sonden, die dadurch gekennzeichnet sind, daB sie 
eine Nukleobasensequenz aufweisen, die mehr oder weniger charakteristisch fOr die Nukleinsauren in der Probe 20 
ist Sofern ein spezifischer Nachweis von Nukleinsauren gewunscfat wird, wird eine Sonde eingesetzt, die eine 
Ba$ep^equenz-enthaJV" r e&he-komp!era 

jedoch zuanderen Nukleinsauren in der Probe, ist Sonden konnen MoIekQle sein, die eine direkt oder indirekt 
nachweisbare Gruppe enthaltea Direkt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise radioaktiveJ 32 P) farbige 
oder fluoreszierende Gruppen oder Metallatome. Indirekt nachweisbare Grappen sind beis^ 25 
logisch oder enzymatisch wirksame Verbindungen, wie Antikdrper, Antigene, Haptene, Enzyme oder enzyma- 
tisch aktive Teilenzyme. Diese werden in einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz detektiert 
Besonders bevorzugt sind Haptene, z. B. Digoxygenin oder Biotia Solche haptenmarkierten Sonden konnen in 
einer anschlieBenden Reaktion mit einem markierten Antikorper gegen das Hapten leicht nachgewiesen wer- 
den. . u 30 

In einem ersten Schritt wird die Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mit magnetischen 
Partikeln (Beads), welche die biologischen Kompartimente binden konnen, unter Schutteln des Probenbearbei- 
tungsgefaBes inkubiert Unter Magnetpartikeln werden Partikel verstanden, welche durch einen Magneten in 
eine bestimmte Richtung transportiert werden konnen. Hierzu gehoren beispielsweise ferromagnetische oder 
superparamagnetische MateriaJiea Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind ferromagnetische Mate- 35 
rialiea Partikel sind feste Materialien mit einem geringen Durchmesser. Im Sinne der Erfindung sind besonders 
Partikel geeignet, die eine durchschnittliche KorngroBe von mehr als 2fi um, jedoch weniger als 200 urn habea' 
Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnittliche KorngroBe zwischen 10 und 15 um auf. Bevorzugt ist die 
KorngroBenverteilung homogen. Diese Partikel sind an ihrer Oberflache so modifiziert, daB sie die biologischen 
Kompartimente binden konnen. Hierfttr geeignete Magnetpartikel sind die bekannten und kauflichen Latexma- 40 
gnetparukel, an welche z. B. Antikorper gebunden sein konnen. Zur Bindung der biologischen Kompartimente 
an die Magnetpartikel werden insbesondere Antikorper verwendet, welche gegen Oberflachenantigene der 
biologischen Kompartimente gerichtet sind Derartige Magnetpartikel sind ebenfalls koramerziell erhaltlich. 

Das ProbenbearbeitungsgefaB befindet sich bevorzugt in einer Baueinheit 10 des Systems, die zur festen 
Aufnahme des ProbenbearbeitungsgefaBes geeignet ist Die Bauemheit kann auch mehrere GefSBe aufnehmea 45 
Besonders bevorzugt besteht diese Baueinheit in einer Platte, in welcher sich so viele Ldcher befinden, wie 
GefSBe aufgenoramen werden sollen. Die Locher sind in ihrer Geometrie auf die GefaBe aufgepaBt Die 
Befestigung der GefaBe in der Baueinheit ist bevorzugt so gestaltet, daB die GefaBe nach Durchfuhrung der 
Probenbearbeitung auf einfache Weise wieder entnommen werden kdnnen. Bevorzugt ist an der Baueinheit em 
Schlauch befestigt, der Unterdruck von einer Absaugeeinheit, z. B. einer Vakuumpumpe, bis zu dem Loch in der so 
Baueinheit 10 und sorait, bei aufgesetztem ProbenbearbeitungsgefaB, bis an dessen AuslaBoffhung leitet Im Fall 
des Anlegens eines Unterdrucks wird daher FlOssigkeit bzw. Luft aus dem ProbenbearbeitungsgefaB durch den 
Schlauch zur Pumpe gefordert Geeignete Ventile sind bevorzugt so gesteuert, daB der Unterdruck nur dann an 
derafProbenbearbeitungsgefaB anliegt, wenn eine Fdrderung erfolgen solL 

Die Inkubation der Proben mit den Magnetpartikeln kann auf beliebige Weise gestaltet werdea Erforderlich ss 
ist, daB sowohl die Probe als auch die magnetischen Partikel in das ProbenbearbeitungsgefaB eingebracht 
werdea Sowohl die Art der Einbringung als auch deren Reihenfolge ist prinzipiell ohne groBere Bedeutung fur 
das erfindungsgemSBe Verfahrea Bevorzugt jedoch werden die magnetischen Partikel in Form einer Suspen- 
sion mit einem bekannten Gehalt magnetischer Partikel in das ProbenbearbeitungsgefaB pipettiert Entweder 
anschlieSend oder vorher wird die Probe in das ProbenbearbeitungsgefSB einpipettiert so 

Die Inkubation wird solange unter geeigneten Bedingungen vorgenommen, bis eine ausreichende Menge an 
biologischen Kompartiraenten an die Magnetpartikel gebunden ist Es wird sich hierbei im Regelfall um einen 
Zeitraum zwischen 1 min und 1 0 min handela Das ProbenbearbeitungsgefaB ist hierbei bevorzugt auf geeignete 
Weise, z. B. mittels eines Deckels oder/und eines Ventils verschlossea 

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung ist, daB das in dem ProbenbearbeitungsgefaB befindliche Gemisch 65 
wahrend der Inkubation geschQttelt wird Es kann sich hierbei um ein Intervallschutteln handela Das Schutteln 
kann jedoch auch wahrend der gesamten Inkubationszeit oder nur Teilen davon durchgefGhrt werdea Das 
Schutteln dient dazu, eine ausreichende Mischung der biologischen Kompartimente und der Magnetpartikel in 
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der Fliissigkeit zu erreichen, insbesondere die Suspension bzw. Resuspension der Beads und die Beschleunigung 
der Diffusion. Hierdurch wird die fur die Bindung der biologischen Kompartimente an die Magnetpartikel 
erforderliche Zeit der Inkubation reduziert 

Das Schutteln wird durch Bewegung des ProbenbearbeitungsgefaBes, bevorzugt in horizontaler Richtung, 
erreicht Besonders bevorzugt wird eine Einheit 10, welche Aufnahmen (Locher) mit einera oder mehreren 
ProbengefaBen enthalt bewegt so daB alle darin befindlicben ProbengeflB mitg scbQttelt werden, Im Sinne 
der Erfindung bevorzugt ist die Verwendung einer Einheit 30, welche die Bewegung der Probenbearbehungsge- 
faBe (A) nicht manuell durchfuhrt Diese Einheit kann jede prinzipieU zum Mischen von Flussigkeiten in einem 
GefaB geeignete mechanische Einnchtung sein. Em bevorzugtes Beispiel einer solchen Einheit ist im folgenden 
beschrieben. 

Ein Schrittmotor mit einem Excenter und einer Ausgleichsmasse treiben von einem festen Rahmen 1 das Qber 
Schwingungsdampfer auf diesen Rahmen aufgesetzte komplette DNA-Modul (Einheit 10) in eine kreisfdnnige 
exzentrische Bahn fester Amplitude und variabler Frequenz. Die bevorzugte Amplitude ist A £ 1,5 mm, die 
bevorzugte Frequenz 1 < f £ 50 Hz. Die Misch- bzw. Resuspensionsdauer betragt je nach pbysikalischen 
Eigenschaften des Probenroaterials zwischen 5 und 30 s. Durch Austausch des Excenters ist es aber auch in 
wenigen Minuten fflr den Service moglich, die Amplitude manuell zu variieren. 

Die Kombination des erfindungsgemaBen Systems mit einem Pipettierautomaten ist als solche nicht nahelie- 
gend, da hierfur das Vorsehen einer defmierten Positionierung der ProbengefaBe vor und wahrend der Pipettier- 
schritte erforderiich ist Das Schutteln der GefaBe fuhrt sonst dazu, daB nach jedem Schfittelvorgang die GefaBe 
sich an einer anderen Position befinden. Sofern die Auslenkung der Bewegungsbahn der GefaBe dazu fuhren 
wurde, daB der Pipettierautomat eine in das GefaB zu pipettierende Fliissigkeit neben das GefaB pipettiert, ware 
ein ordnungsgemaBes Durchfuhren eines automatisierten Verfahrens praktisch schlecht mdglich. Deshalb wird 
da^r-gesorgt, daB sieh das GefSB nach dem Schutteln in einer 
in welcher eine Pipettierung oder andere Vorgange stattfinden konnen. 

Vorteilhaft ist der Einsatz eines Schrittmotors gegenQber dem Einsatz eines DC-Motors fur die definierte 
Home-Position und dem Einsatz mit dem PipettiervoIlautomatenT Die Home-Position" wird mit einer Licht- 
schranke detektiert 

In bezug auf die konstmktive Ausfuhrung bestehen noch die folgenden non-invasiven alternative n Moglich- 
keiten, die aber alle in der Konstruktion (1. und 2.) aufwendiger oder in den Mischschritten (3.) tanger dauern: 

1. Eine Kombination von ein* zwei oder drei linearen Antrieben in der Ebene bzw. im Raum (X-, Y-, 
Z- Achse) zur Erzeugung von z. B. Lissajous-Figuren. 

2. Taumeln, Schwenken oder KJopfen des DN A-Moduls. 

3. Magnetruhrer. 

Das ProbenbearbeitungsgefaB (A) kann prinzipiell jede beliebige Form aufweisea Solche Probenbearbei- 
tungsgef aBe konnen z. B. die Vertiefung einer Mikrotiterplatte, z. B. im 96 Wellformat, setn. Bevorzugt handelt es 
sich jedoch urn ein im wesentlichen hohlzylindrisches GefaB, welches eine obere EinlaBoffnung und, besonders 
bevorzugt eine untere AuslaBoffnung enthalt Ein solches ProbenbearbeitungsgefaB kann zur kontaminations- 
reduzierten Bearbeitung von nuldeinsaurehaitigen Proben verwendet werden. Diese GefaBe bestehen bevor- 
zugt aus Kunststoff, z. B. Polypropylen. 

Im AnschluB an die Inkubation und Bindung der Kompartimente an die Magnetpartikel werden die biologi- 
schen Kompartimente von der sie umgebenden Fliissigkeit der Probe entferht. Hierzu hat es sich als zweckmi- 
Big erwiesen, die Magnetpartikel mit den daran gebundenen biologischen Kompartimenten durch Positionje- 
rung eines Magneten in der Nahe des ProbenbearbeitungsgefaBes zu sammeln. Hierdurch werden bevorzugt die 
Magnetpartikel mit den biologischen Kompartimenten an der GefaBwand festgehalten. Im Sinne der Erfindung, 
als besonders bevorzugt wird fur die Positionierung der Magneten eine Einheit (40) mit einem oder mehreren 
Permanentmagneten oder Elektroraagneten an das ProbenbearbeitungsgefaB herangefahren. Die resultierende 
Entfemung des Magneten vom ProbenbearbeitungsgefaB hingt stark von der GrdBe des durch den Magneten 
erzielbaren Magnetfeldes und der GrdBe und Magnetisierbarkeit der Magnetpartikel ah. AuBerdem hat die Art 
der spater folgenden Bearbeitungsschritte (z. B. mechanische Belastung der Magneten) einen Einfhifi auf die zu 
verwendende Magnetfeldstarke. Sofern es sich urn einen Permanentmagneten handelt wird dieser aus einer 
Position, die nicht fur eine Abscheidung der Magnetpartikel wahrend des Inkubationsschrittes ausreicht in die 
Nahe des GefaBes gebracht so daB die Magnetpartikel an der GeftBwand festgehalten werden. Fflr den Fall der 
Verwendung eines Elektromagneten wird dieser eingeschaltet und solange im eingeschalteten Zustand belassen, 
bis eine Bearbeitung der festgehaltenen biologischen Kompartimente abgeschlossen ist 

Unter der Positionierung eines Magneten in der Nahe des GefaBes soli auch der Fall verstanden werden, daB 
das GefaB in die Nahe des Magneten gebracht wird. Letztendlich kommt es also nur auf die Relativbewegung 
des Magneten zum GefaB an. 

Die Einheit (40) weist bevorzugt einen Magneten auf, welcher auf einer vorbestimmten Bahn, z. & uber 
Schienen oder, bevorzugt durch Bew gung des Magneten auf einer Kreisbahn, z. B. um eine neben dem 
ProbengefaB liegende Achse, auf das ProbenbearbeitungsgefaB hin beweglich ist Hierzu z§hlt auBerdem ein 
Motor, welcher sowohl die Bewegung des Magneten auf das ProbenbearbeitungsgefaB zu als auch dessen 
Wegbewegung realisieren kana Bevorzugt weist die Einheit (40) einen Zahnriemen auf, der auf iner Seite des 
DNA-Moduls mit jeweils vier Wellen zur Aufnahme von je 4 Magneten und Zahnrad an den Stirnseiten die 
Drehbewegung des DC- Motors in die Kreisbewegung der Magneten wandelt Die beiden Endpositionen werden 
mit jeweils einer Lichtschranke detektiert Auf der gegenuberliegenden Seite des DNA-Moduls befindet sich 
genau die gleiche Anordnung, so daB die Magneten jeder Seite sich synchron entgegengesetzt aufeinander zu 
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bewegen. In diesem Fall werden doppeh so viele Magneten wie GefaBe verwendet Im Beispielsfafl ist der 
Radius der Kreisbahn ca. 8 mm und der weiteste Abstand des Magneten vom ProbengefSB ca. 12 mm. 

In einer alternativen Anordnung werden fur n GefaBe n+1 Magneten verwendet Hier werden ein und 
derselbe Magnet zwischen zwei benachbarte Tubes gefuhrt, man spart also n- l|>2n-(n + 1)] Magnete. In der 
Stellung "ON* ubt der Magnet maximale Wirkung auf die Magnetbeads aus. In der Steilung "OFF ist der 5 
Magnet so weit vom Tube entfernt, daB er keine Wirkung auf die Magnetbeads ausubt Die Fahrzeit (t) zwischen 
den Endstelfungen "ON" bzw. "OFF" betragt bevorzugt weniger als 1,5 s. 

Eine weitere Alternative ist die relativ fixe Positionierung zwischen Magnet und GefaB, aber die Bewegung 
eines abschirmenden u-Metalls zwischen Magnet und GefaB. 

Der Magnet weist eine Masse bevorzugt zwischen 0,5 und 5 g, besonders bevorzugt zwkchen 1 und 4 g auf, im 10 
speziellen Fall 23 g. Die auBeren Abmessungen betragen 10 mm x 10 mm x 3 mm. Als geeignetes Material fur 
einen Perroanentmagneten haben sich seltene Erdmaterialien (z. B. NeFeBr, VACODYM 370 HR) mit einem 
optimalen BH-Maximum bei kleinsten Abmessungen erwiesea Insofera ist es vorteilhaft, den Gradienten des 
Magnetfeldes besonders ausgepragt zu diraensionieren. Aus diesem Grund soil auch die Positionierung des 
Magneten mdglichst nah bei dem GefaB erfolgea Es ist bevorzugt, mdglichst ProbenbearbeitungsgefaBe zu is 
wahlen, die eine mdglichst geringe Dampf ung des Magnetfeldes bewirken, z. B. aus Polypropylen. 

Unter der GefaBwand des ProbenbearbeitungsgefaBes wird zur Abscheidung der Beads in der Regel die 
Innenwand oder ein Tefl davoa welche unter der FlQssigkeitsoberflache der Probe befindlich ist, verwendet 
Bevorzugt handelt es sich urn eine Seitenwand des GefaBes. 

AnschlieBend wird die die biologischen Kompartimente umgebende Flussigkeit aus dem Probenbearbeitungs- 20 
gefaB entf ernt Dies geschieht unter Bedingungen, bei denen die Magnetpartikel an der GefaBwand zurOckblei- 

werden, In einer bevorzugteo Ausffihrungsform jedoch, bei der das ProbenbearbeitungsgefaB eine untere 
AuslaB&ffnung aufweist, wird die Flussigkeit durch diese einfach abgesaugt Diese Art der Entfernung halt die 
mechanischeBelastungder Magnetpartikel gering und vermeidet somh die Ablosung der Magnetpartikel von 25 
der GefaBwand 

Ein besonders wichtiger Schritt ist die Resuspension der an der GefaBwand zuruckgehaltenen Magnetpartikel 
in einer zugegebenen zweiten Flussigkeit Hierzu wird der Magnet aus der Nahe des GefaBes entfernt, so daB die 
Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten werden. Wie oben beschrieben, 
ist es auch moglich, das GefaB aus der Nahe des Magneten zu entfernen. GeroaB der vorliegenden Erfindung hat 30 
sich das einf ache Entf ernen des Magneten als nicht fur eine ausreichende Resuspension erwiesen, wenn nicht das 
GefaB erganzend, bevorzugt gleichzehig geschfittelt wird. Dieses Schutteln wird wiederum durch die Einheit 30 
durchgefuhrt Sie bewirkt eine gleichmaBige Verteilung der Magnetpartikel in der zweiten Flussigkeit Diese 
zweite Flussigkeit kann vor Entfernen des Magneten, jedoch auch erst nach Entfernen des Magneten in das 
ProbenbearbeitungsgefaB eingefuDt werden, z. E. durch Einpipettieren. 3S 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch zur weiteren Aufreinigung von biologischen Kompartimenten 
verwendet werden, Hierzu wird eine Suspension der Magnetpartikel, welche die biologischen Kompartimente 
gebunden enthalten, in einem ProbenbearbeitungsgefaB so m Relation zu einem Magneten positioniert, daB die 
Magnetpartikel mit den biologischen Kompartimenten an der GefaBwand festgehalten werden, anschlieBend die 
Flussigkeit, welche die biologischen Kompartimente enthielt, aus dem GefaB entfernt wird und anschlieBend die 40 
Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit, hier einer WaschflOssigkeit, durch Entfernen des Magneten aus der 
Nahe des GefaBes, so daB die Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten 
werden, und gleichzehig Schutteln des GefaBes resuspendiert Dieser Waschvorgang kann beliebig wiederholt 
werden, bis eine ausreichende Reinheh der biologischen Kompartimente erreichtist 

-Als weiterer Schritt des erfindungsgemaBen Verfahrens ist anschlieBend der AufschhiB (Lyse) der biologi- 45 
schen Kompartimente vorgesehen. Verfahren zum AufschluB bk>k>gischer Kompartimente sind dem Fachmann 
ebenso bekannt, wie die spezifischen Bedingungen fur bestimmte Arten von Kompartimenten, z. R Zellea 
Beispielsweise werden fur den AufschluB von Bakterien die biologischen Kompartimente mit einer Mischung 
von Proteinase K versetzt und fQr eine bestimmte Zeit inkubiert, die fur das Aufbrechen bzw. den teilweisen 
oder vollstandigen Verdau der Zellwande unter Freisetzung der in den biologischen Kompartimenten enthaJte- so 
nen NukJeinsauren inkubiert wird Dabei wird bevorzugt bei Tempera turen uber Raumtemperatur, besonders 
bevorzugt zwischen 70 und 95*C gearbeitet Die Mischung, welche durch den AufschluB der Zellen erzeugt wird, 
wird im folgenden auch als AufschluBmischung bezeichnet Die Inkubation wird vorzugsweise Ober eine Zeit von 
5 bis 20, besonders bevorzugt zwischen 10 und 15 Minuten durchgefGhrt 

Insbesondere, wenn der AufschluB der Zellen bei Raumtemperatur oder geringfugig erh6hter Temperatur 55 
stattgefunden hat, ist es bevorzugt, die AufschluBmischung anschlieBend auf hdhere Temperaturen zu erbitzen, 
beispielsweise auf 70°C oder, bei potential infektidsen Proben, auf 95°C Hierbei kann gewunschtenfalls auch 
das Lysereagenz, sollte es bei weiteren Schritten storen, inaktiviert werden. 

Hetzung bzw. Kuhlung der Flussigkeit in den ProbengefaBen wird erfindungsgemaB durch eine Emheit 20 
vorgenommea Diese Einheit, welche aus prinzipiell fur Thermostate ublichen Baueinheiten besteht, ist vorzugs- 60 
weise teihveise in die Einheit 10, in welcher die ProbenbearbeitungsgefaBe posiuoniert werden konnen, inte- 
griert Sie enthait insbesondere einen Block aus Metall, welcher warmeleitende Eigenschaften hat Dieser ist auf 
die auBere Form der ProbenbearbeitungsgefaBe abgestimmt und wird bevorzugt uber em flussiges Medium 
thennostatisiert Je nach in dem ProbenbearbeitungsgefaB durchzufuhrenden Reaktionsschritt wird die Tempe- 
ratur dieses Blocks erhoht bzw. erniedrigt AJs flussiges Medium kdnnen be kann te Mittel dienen. Das Medium 65 
wird bevorzugt uber flexible Schlauche von einer Heizung bzw. Kuhlung mitt els einer Umwalzpumpe in den 
Block transportiert. Die Verwendung flexibler Schlauche ermoglicht auch die Befestigung der stationaren 
Komponenten, wie der Heizung, der Kuhlung und der Umwalzpumpe auf dem wahrend des erfindungsgemaBen 
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Verfahrens nicht rait der Einheit 10 mitbewegten Rahmen des Gerates. Dies wird insbesondere dadurch ermog- 
licht, daB die Auslenkungen wahrend der Schuttelbewegungen nur relariv klein sind 

AnschlieBend wird die AufschluBmischung abgekuhlt, und zwar unter Bedingungen, di abhangig sind vora 
Zweck des erfindungsgemaBen Verfahrens. Soil eine Isolierung der Nukleinsauren an einer festen Phase stattfin- 
den, werden Bedingungen eingestellt, bei denen die Nukleinsaure an diese feste Phase binden kdnnen. Ein 
geeignetes Verfahren zur Bindung von Nukleinsauren ist die Inkubation der freigesetzten Nukleinsauren mit 
Glasoberflachen unter Anwesenheit chaotroper Sake. Ein solches Verfahren ist beispielsweise beschrieben in 
EP-A-0 389 063. Hierbei werden die Nukleinsauren in unspezifischer Weise an die Glasoberflache gebunden, 
wahrend andere Bestandteile der biologischen Kompartirnente sowie der AufschhiBreagenzien nicht oder nur 
unwesentlich an die Glasoberflache gebunden werden. Bevorzugt wird anschlieBend die Flussigkeit, welche die 
ubrigen Bestandteile enthalt, aus dem ProbenbearbeitungsgefaU entnommen, z. B. abgesaugt, wahrend die 
Glasoberflache mit den daran gebundenen Nukletnsiuren im ProbenbearbeitungsgefaB verbleiben kann. In 
einer bevorzugt en Ausfuhrungsform wird eine feste Phase in Form eines Glasfaservlieses in das Probenbearbei- 
tungsgefaB eingefuhrt und mit der Mischung inkubiert Hierdurch werden die Nukleinsauren an der Glasfaser 
immobilisiert und kdnnen auf einfache Weise mit dem Glasfaservlies aus dem ProbenbearbeitungsgefaB ent- 
nommen werden. 

Fur den Fall, daB die Nukleinsauren nach ihrer Freisetzung nachgewiesen werden sollen, werden diese mit 
einer Sonde hybridisiert Bei dieser Sonde handelt es sich, wie oben beschrieben, urn ein MoIekOl, welches eine zu 
der nachzuweisenden Nukleinsaure oder einem Teil davon komplementaren Basensequenz aufweist In einem 
bevorzugten FaDe handelt es sich urn ein Oligonukleotid, welches mit einer nachweisbaren Gruppe markiert ist 
Die Abkuhlung der Reaktionsraischung findet daher unter Bedingungen statt, bei denen eine Hybridisiening der 
nachzuweisenden Nukleinsaure mit der Nukleinsauresonde stattfindet Diese Temperaturen sind einem Fach- 
mann bekannt In.einer anderen Ausfuhnjr.gsforni als Verfa 

Hybridisiening zwischen der nachzuweisenden Nukleinsaure und einer Festphasen-gebundenen Nukleinsaure- 
sonde statt Hierbei kann die Sonde an eine beliebige Festphase, solange sie nur von der ubrigen Reaktionsmi- 
schung=abtrennbar ist, vemendet werden^ 

arbeitungsgefaBes. Verfahren zur Immobilisierung von Nukleinsauresonden, insbesondere der sogenannten 
Fangsonden, sind dem Fachmann bekannt, z. B. aus EP-A-0 523 557. 

Im allgemeinen wird sich an die Abkuhlung der Mischung eine Abtrennung der zu tsolierenden bzw. nachzu- 
weisenden NukJeinsauren von der sie umgebenden Flussigkeit, welche ggf. noch Reste der AufschluBmischung 
und evtL der fur die Bindung der Nukleinsauren an eine feste Phase benutzten Reagenzien enthalt, anschlieBen. 
Hierzu kann, je nach Art der verwendeten festen Phase, eine Filtration oder eine Entfernung der festen Phase 
aus dem ProbenbearbeitungsgefaB oder Abpipettieren der Flussigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB vor- 
genommen werden. 

Die gebundenen Nukleinsauren stehen anschlieBend entweder zur Aufhebung ihrer Bindung an die feste 
Phase oder ihren direkten Nachweis in ublichen, dem Fachmann bekannten Verfahren zum Nachweis von 
Nukleinsauresequenzen oder einer Markierung zur Verf ugung. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren benutzt daher eine Kombination von Bearbeitungsschritten, welche eine 
Einheit 10 zur Aufnahme eines oder mehrerer ProbenbearbeitungsgefaBe, eine Einheit 20 zur Thermostatisie- 
rung der ProbenbearbeitungsgefaBe und darin enthaltener Flussigkeiten, eine Einheit 30 zum SchOtteln der 
ProbenbearbeitungsgefaBe und eine Einheit 40 zur magnetischen Abscheidung der Magnetpartikel an eine 
Wand jedes Probenbearbeitungsge^Bes verwenden. Oberraschenderweise lassen sich diese Verfahrensschritte 
und Einheiten in einem einzigen Reaktionsblock ausfuhrea Als Reaktionsblock wird hiermit eine Vorrichtung 
verstanden, welche die Einheiten 10, 20, 30 und 40 teilweise oder vollstandig in aufeinander abgestimmter 
Kopplung enthalt Auf erfindungsgemaBe Weise gelingt es auf einfache Weise einen Vorgang, welcher bisher 
eine Vielzahl manueller Arbeitsschritte voraussetzte, in einem einzigen Gerat ablaufen zu lassen. Insbesondere 
hat es sich erwiesen, daB die erfindungsgemaBen Reaktionsblocks besonders effektiv sind Verfahren zur 
Freisetzung und Isolienmg von Nukleinsauren kdnnen mit ihnen schneller durchgefuhrt werden als bisher. Es ist 
darQber hinaus moglich, wahrend der genannten Schritte die Nukleinsaure nicht aus dem GefaB zu entfernen. 
Dies stelh sowohl im HinWick auf den Zeitaufwand, als auch auf die Vermeidung von Kontaminationen einen 
erheblichen Fortschritt gegenuber dem Stand der Technik dar. Oblicherweise wurden bisher namlich Abkuhlun- 
gen von Suspensionen durch manuelle Entnahme eines ProbenbearbeKungsgefaBes aus dem Gerat und Eintao- 
chen des GefaBes in ein Kuhlbad durchgefuhrt Ein solches Vorgehen hat sich als fur die Zukunft in der 
Rouunediagnostik nicht ausreichend geeignet erwiesen. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist daher ein System zur Freisetzung und/oder Isolierung von Nuklein- 
sauren aus einer Suspension von biologischen Kompartimenten, enthaltend die Komponenten 

— eine Einheit 10 zur Aufnahme eines oder mehrerer ProbenbearbeitungsgefaBe (AX 

— eine Einheit 20 zur Thermostatisierung der ProbenbearbeitungsgefaBe (A) und darin enthaltener Flussig- 
keiten, 

— eine Einheit 30 zum SchOtteln der ProbenbearbeitungsgefaBe (A) und 

— eine Einheit 40 zur magnetischen Abschaltung der Magnetpartikel an eine Wand jedes Probenbearbei- 
tungsgefaBes (AX 

in aufeinander abgestimmter Koppiung. 

Die Einheit 10 hat bevorzugt die Moglichkeit der Aufnahme mehrerer ProbenbearbeitungsgefaBe. Besonders 
bevorzugt besteht die Moglichkeit der Aufnahme von Mikrotiterplatten im 96 Well-F rmat Bevorzugt enthalt 
dieses System zusatzltch eine Einheit 50 zur Entfernung von Flussigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB (AX 
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Ebenfalls bevorzugt sind die Einheiten 40 und 10 relativ zueinander beweglich gelagert AuBerdem bevorzugt 
weisen die ProbenbearbeitungsgefaBe (A) eine untere AuslaBoffnung (Al 1) auf, die mit einer Saugvomchtung 
50 verbunden sind oder verbunden werden konnea 

In Fig. 1 und 2 ist ein System mit erfindungsgemaBen Einheiten schematisch gezeigt: 

Das Modul 10 nimmt ein oder mehrere ProbenbearbeitungsgefaBe (A) auf und sorgt dafur, daB der Warme- 5 
ubergang entsprechend den geforderten Heiz- und Kuhlraten optimiert ist Das Modul sorgt fur eine minimale 
Abweichung der Temperatur von Kavitat zu Kavitat Das Modul nimmt das Temperaturmedium (z. B. Wasser) 
auf und gibt die Warme bzw. Kalte zieigerichtet in Richtung ProbenbearbeitungsgeflB. 

Das Modul nimmt die Mecbanik 40 zur Bewegung der Magneten auf (Magneten und Drehachsen). Der Motor 
kannsichauBerhaIbdesModulsberinden,z.B.aufdemRahmenpositioniert . 10 

Das Modul verbindet die ProbenbearbeitungsgefaBe zum gemeinsamen Mischen. Das Modul ist mit der 
Mischeinrichtung 30 verbunden. 

Das Modul nimmt die Absaugschlauche 51 fur die Absaugung der aus den ProbengefaBen zu entfemenden 
Flussigkeiten (den Waste) auf. Das Modul ist zwischen ProbenbearbeitungsgefeB und einem Socket 13, z. R aus 
Polysulfon, abgedichtet, darait beim Absaugen des Waste keine Luft zwischen ProbenbearbeitungsgefaB und is 
Inlet 14, Block, z, B. aus Aluminium mit Ldchern 12, angesaugt wird 

Das Modul hat eine leicht zu reinigende Oberflache und schiitzt den Anwender vor Verbrennungen (z. B. 
durch einen Kunststoffmantel). 

Einheit 20 besteht im wesentlichen aus flussigen Temperierelementen, einem 3/2-Wege-Ventil, Leitungen 21, 
Heizung, KQhler und Umwalzpurope. Das Temperierreservoir auBerhalb des Moduls ist um ein Vielfaches 20 
groBer als das Totvolumen des DNA-Moduls damit beim Umschalten des 3/2-Wege-Ventik die StorgrdBe 
minimiert wird Di e Heizun g und der KQhler temperieren im VorUiif nnd-wenJen bei Bedarf-getaktet-Ene 
Regelung schaltet das Ventil, Heizung und Kublung, zusammen mh dem geeigneten Volumenstrom der Ura- 
walzpumpe werden die gewtinschten Heiz- und Kuhlraten erreicht 

Alternativ besteht die Einheit 20 aus trockenen^Temperierelementen. Die Heizstabe zum Heizen und Peltiers 25^ 
zum KQhlen sind direkt in dem DNA-Modul integriert Vorteil: Kein Liquid-Flow-System in diesem extreraen 
Temperaturbereich. 

Die Einheit 30 mischt und resuspendiert Ein Schrittmotor mit einem Exzenter und einer Ausgleichsmasse 
treiben von einem festen Rahmen, das Qber Schwingungsdampfer 1 1 aufgesetzte komplette DNA-Modul in eine 
kreisfdrmige exzentrische Bahn fester Amplitude und variabler Frequenz. Die Amplitude ist A ^ 1,5 mm, die 30 
Frequenz 1 < f < 50 Hz. Die Misch- bzw. Resuspensionsdauerbetragt jenachphysikalischenEigenschaf ten des 
Probenmaterials zwischen 5 < t < 30 s. Durch Austausch des Excenters ist es aber auch in wenigen Minuten 
moglich, die Amplitude manuell zu variierea 

Die Einheit 40 besteht aus einem Zahnriemen, der auf einer Seite des DNA-Moduls mit jeweils vier WeUen zur 
Aufnahme von je 4 Magneten und Zahnrad an den Stirnseiten die Drehbewegung des DC-Motors in die 35 
Kreisbewegung der Magneten wandek. Die beiden Endpositionen werden mh jeweils einer Lichtschranke 
detektiert Auf der gegenuberliegenden Seite des DNA-Moduls befindet sich genau die gletche Anordnung, so 
daB die Magneten jeder Seite sich synchron entgegengesetzt aufeinander zu bewegen. In diesem Fall werden 
doppelt so viele Magneten wie GefaBe verwendet 

In einer altemativen Anordnung werden fur n GefaBe n + 1 Magneten verwendet Hier werden ein und 40 
derselbe Magnet zwischen zwei benachbarte GefaBe gefuhrt, man spart also n— 1 [=* 2n— (n + 1)] Magnete. In 
der Stellung "OhT ubt der Magnet maximale Wirkung auf die Magnetbeads aus. In der Stellung "OFF ist der 
Magnet so weit vom GefaB entfernt, daB er keine Wirkung auf die Magnetbeads ausubt Die Fahrzeit zwischen 
den Endstellungen "ON* bzw. "OFF'betragt t < 13 s. 

Die Kopplung der Komponenten des Systems ist einerseits funktionell, z. B. durch Integration der Magneten 45 
in die Einheit 10, und andererseits zeitlich zu verstehen, z, B. durch Steuerung des Betriebs der Einheiten in fur 
die gewunschte Anwendung geeigneter Abfolge; dies kann beispiekweise geschehen durch ein Computerpro- 
gramm oder durch Initiation der einzelnen TeOschritte durch den Anwender. 

In Fig. 3 ist ein erfindungsgemaBes Verf ahren zur IsoHerung von Nuklemsauren gezeigt Auf diese Figur wird 
bei der im folgenden Beispiel beschriebenen Schilderung eines Verfahrens Bezug genommen. Das ProbengefSB 50 
befindet sich in einer Aufnahme in Einheit 10, wobei bevorzugt am ProbengefaB ein Steg A20 vorgesehen ist, der 
der Innenform der Aufnahme angepaBt ist (z. B. konische AuBenformX Die im Langsschnitt gezeigten GefaBe 
kdnnen auf einfache Weise spritzguBtechnisch aus Porypropylen hergesteflt werden. 

Ein Hauptvorteil der Erfindung ist, daB das System in weitem Umfang auf die Verwendung unterschiedlicher 
Gr6Ben von Magnetpartikeln adaptiert werden kann. Es ist relativ flexibel und in unterschiedlichsten Verfahren 55 
einsetzbar. 

Durch das folgende Beispiel wird der Gegenstand der Erfindung naher erlautert 

Beispiel 1 

60 

Bei dem' erfindungsgemaBen Verfahren handelt es sich um ein Verfahren, dessen Grundzuge dem Fachmann 
aus der NukJeinsaurediagnostik bekannt sind Soweit experimentelle Details im folgenden nicht ausgefuhrt sind, 
wird vollinhaltlich auf Molecular Cloning, Herausgeber J. Sambrook et aU CSH 1989 Bezug genommen. 

In einer besonderen Ausfuhmngsform des erfindungsgemaBen Verfahrens fur die Aufarbeitung nukleinsaure- 
haitiger Probenldsungen, werden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt (siehe Fig. 3> In einem ersten Schritt (I) 65 
wird eine zellhaltige Probenflussigkeit in einem ProbegefaB A rait einem Material inkubiert, an welches die 
Zellen gebunden werden, aus denen Nukleinsauren gewonnen werden sollen. Hierzu kann dieses Material 
entweder spezifische Bindeeigenschaften fur die Oberflache der Zellen aufweisen, z. B. durch Immobilisierung 
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von Antikorpern gegen Oberflachenantigene oder ein Absorbermaterial (A16, nicht gezeigt), es kann jedoch 
auch ein Material mit Filtereigenschaften (A 15, nicht gezeigt) vorgesehen sein, durch welches die Zellen zuriick- 
gehalten werden, wenn die FIQssigkeit durch das Material durchtritt, z. B. aus dem ProbengefaB entfernt wird 
Bedingungen fur die Immobilisierung von Zellen an Oberflachen sind dem Fachmann bekannt, z. B. aus Methods 
in Enzymology Vol 171, Biomembranes/Part R Transport Theory: Cell and Model Membranes, Edited by Sidney 
Fleischer, Becca Fleischer, Department of Molecular Biology, Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, 
Seiten 444 ff oder 581 ff. 

. Wahrend der Inkubation ist das ProbengefaB bevorzugt durch einen Deckel B verschlossen, urn aktiven bzw. 
passiven Kontaminationsschutz zu gewahrleisten. 

In einem weiteren Schritt wird die FIQssigkeit aus dem ProbengefaB entfernt, wahrend Zellen, deren Nuklein- 
sauren isoliert werden sollen, in an das Material gebundenem Zustand im ProbengefaB zuruckbleiben. Da es sich 
bei dem zellbindenden Material urn partikulare Materialien handelt, kann ein Ztirikrkhalten dadurch erreicht 
werden, daB das Material magnetisch ist (Hersteller: Dynal, Oslo, Norwegen) und der Magnet von auBen an das 
ProbengefaB herangefuhrt wird Die FIQssigkeit kann durch die AuslaBoffnung Al 1 unter Anlegen eines leichten 
Vakuums, abgesaugt werden. Hierzu ist an der AuslaBoffnung ein Ventil vorgesehen, welches sich durch 
Anlegen von Unterdruck 6ffnet 

Zur weitergehenden Entfernung eventuell stdrender Probenbestandteile von den ZeDen werden ein oder 
mehrere Waschschritte vorgesehen. Hierzu wird das ProbengefaB eine WaschflQssigkeit eingefiillt, in der sich 
eventuell Vemnreinigungen Idsen, die jedoch die Bindung der Zellen an die OberflSche des zellbindenden 
Materials nicht wesentlich beeintrachtigen. Solche Waschldsungen sind dem Fachmann z. B. aus den Zellsepara- 
tionsprotokollen bzw. aus entsprechenden Reinigungskitsprotokollen fur Nukleinsauren bekannt Sie richten 
sich im wesentlichen nach der Art der Bindung der Zellen an das Material. 

Nachdem gegebenenf alls _die_letzte WascW6sung_aus_dem_Probengef5B_A-abgesa«jgt wurde, werden die 
gereinigten, angereicherten Zellen mit einer geeigneten LyseflQssigkeit zur Freisetzung der Nukleinsauren aus 
den Zellen in Kontakt gebracht Die Reagenzien dieser Lyseldsung richten sich weitgehend nach der Art der 
immobilisierten = Zellen,(Rolfs et aL: PCR, Clinical Diagnostics and Research, Springer Verlagr 1992,= S. 84 ff). 
Sofem es sich bei den Zellen urn Bakterien handelt, enthalt die Lyseldsung bevorzugt Proteinase K zum Abbau 
der Zellwand Gewtinschtenfalls wird die Lyse durch Erhitzen bzw. Abkuhlen sowie Mischen der Reaktionsmi- 
schung durch Schutteln des ProbengefaBes unterstutzt Am Ende dieses Aufschlusses liegen die zu isolierenden 
Nukleinsauren frei in der Ldsung vor. 

Auch wahrend der Lyse ist das ReaktionsgefaB bevorzugt durch einen Deckel verschlossen, urn Kontamina- 
tionen aus der Umgebung zu verhindern. Nach Ende der Lyse wird der Deckel, bevorzugt mit Hilfe einer 
entsprechenden mechanischen Vorrichtung, entfernt Danach wird in das ProbengefaB, welches eine Mischung 
von Abbauprodukten der Zellen sowie die Nukleinsauren enthalt, ein Formkdrper C eingefQhrt, dessen auBere 
Kontur CI 2 auf die innere Kontur A 17 des ProbengefaBes abgestimmt ist Dieser Formkdrper ist hohl und in 
Richtung auf das ProbengefaB und die Relationsmischung hin durch einen Filter CI 1 (porose Matrix) verschlos- 
sen. Die Einfuhrung des Formkorpers C erfolgt bevorzugt mit Hilfe eines Bauelementes Bl 1 des Deckels B, der 
auBerdem ein Bauelement BIO enthalt, welches zum VerschluB des ProbengefaBes geeignet ist In diesem Fall 
wird der Formkdrper mit dem Deckel ergriffen (II) und gleichzeitig mit dem VerschluB des ProbengefaBes in das 
ProbengefaB eingefuhrt Wahrend dieses Vorgangs wird auBerdem die Reaktionsmischung durch den Filter CI 1 
in den Hohlraum C14 des Formkorpers eindringen (IV). Durch das Vorsehen des Filters konnen einerseits groBe 
Partikel an dem Eintritt in den Hohlraum gehindert werden und anderersehs wird wegen der nukleinsSurebhv 
denden Eigenschaften schon wahrend des Durchtritts der Reaktionsmischung eine Bindung der Nukleinsauren 
an den Filter erreicht In diesem Fall wird ein glasfaserhaltiges Filtermaterial gewaJilt 

In einem nachsten Schritt wird die verbleibende Lysereaktionsmischung aus der durch A und C gebikleten 
Vorrichtung entfernt durch Absaugen durch die AuslaBoffnung Al 1 im ProbengefaB. Auch die in den Hohlkdr- . 
per C14 des Formkorpers eingedrungene Ldsung wird somit entfernt, so daB der Filter moglichst keine FIQssig- 
keitsreste mehr enthalt Danach wird der bisher verwendete Deckel B entfernt, wobei der Formkdrper C 
zunachst im ProbengefaB verbleibt (eingerastet) (V). 

Gleichzeitig oder anschlieBend wird ein ElutionsgefaB D zur Aufhaliroe des Formkorpers C vorbereitet 
(entweder im erfindungsgemaBen System oder auBerhalb). Ein gegebenenfalls auf diesem GefaB befindlicher 
Deckel wird entfernt (VI). Bevorzugt wird vor Oberfuhrung des Fonnkdrpers C in das ElutionsgefaB D eine 
ElutionsISsung in das ElutionsgefaB vorgelegt, z. B. einpipettiert Die Zusammensetzung der Elutionsldsung 
richtet sich nach der Art der Bindung der Nukleinsauren an das Material im Filter C Sie enthalt Reagenzien, 
unter deren Einwirkung die immobilisierten Nukleinsauren von dem Material ehtiert, & h. gelost, werden. Der 
ursprunglich das ElutionsgefaB verschlieBende Deckel B wird auf das ProbengefaB A mit dem Formkdrper C 
aufgesteckt(VII). 

Zur Entnahme des Formkorpers C aus dem ProbengefaB A wird der Formkdrper C mit dem Deckel B entfernt 
(VI11X Die (Combination aus Deckel und Formkdrper wird anschlieBend in das ElutionsgefaB eingefQhrt (IX). 
Bevorzugt enthalt der Formkdrper C Mittel (C13, nicht gezeigt) zur Fixierung des Formkorpers im Elutionsge- 
faB D, die bewirken, daB der Formkdrper nur unter Zerstdrung des Formkorpers C oder des GefaBes D oder mit 
einer Kraft, die grdBer ist als die Kraft, die zur Ldsung des Deckels B vom Formkdrper C erforderlich ist, aus 
dem GefaB D entfernt werden kann. Eine Entfernung des Formkorpers aus dem ElutionsgefaB ist nicht beabsich- 
tigt 

Wahrend des Eindringens des Formkorpers C in das ElutionsgefaB dringt die vorgelegte Elutionsldsung in den 
Filter CI 1 und die lost die immobilisiert Nukleinsaure von der festen Matrix ab. Je nach Menge der vorgelegten 
Elutionsldsung wird entweder nur der Filter mit der Elutionsldsung getrankt oder dringt die Elutionsldsung mit 
den wieder gelosten Nukleinsauren in den Hohlkdrper C14 ein. Damit die Elution der Nukleinsauren mdglichst 
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vollstandig verlauft, sollte die Innenkontur des EIutionsgefaBes moglichst dicht an die AuBenkomur des Fornv 
korpers angepaBt sein. . . . „ . a _ , ct . f „ D 

In einem folgenden Schritt wird der Deckel B von der Korabination aus Formkdrper C und EIutionsgefaB D 
entfernt (X). Er. wird benutzt, um einen Stempel E aufzunehmen (XI) und in den Hohlraura des F rmkdrpers C 
einzufflhren (XII). Dieser Deckel greift von innen in den Stempel R Der Stempel wird so kraftig gegen den Filter 
Cll gepreBt, daB Flussigkeit aus dem Filter durch eine in der Andnicksflache befindliche Offnung m emen 
Innenraum des Stempels eindringt Dieser Vorgang 1st besonders effektiv, wenn die Andrucksflache in ihrer 
auBeren Kontur zumindest in dem Bereich, in dem die Auspressung stattfinden soil an die innere Konturdes 
Forrakorpers C angepaBt ist Der Stempel E kann bevorzugt in dieser Lage, z. K durch Einrasten, fixiert werden. 
Da die so gebildete Vorrichtung durch den Deckel relativ gut verschlossen ist, kann die nukleinslurehaltige 
L5sunginderVorrichtungaufbewahrtwerden. J ^ , , ^ /VTfl . , 

Zur Entnahme einer gewtfnschten Menge an Nukleinsaurelosung kann der Deckel entfernt (XIII) und fiber 
eine Offnung des Innenraums des Stempels die gewunschte Menge entnommen, z. B. in einem Pipettiervorgang 
(XIV> AnschlieBend kann der Deckel wieder aufgesetzt werdeiL 

Im folgenden wird das zu dem geschilderten Verfahren passende Ablaufcchema angegeben. 
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Gerit 


Anwender 


automatisch (progranungesteuert) 
* teiupericxcii 
absaugen 

separieren (magn. Festphase) 
mischen/rcsuspendieren 


manueU 

pipettiercn 

- Tubes, Oasviiesdnsab; Back-Up 
GefiB auf GerSt plazieren 



20 



30 



Manuelle Arbeitsschritte sind fettgedruckt dargestellt Nicht-manuelle Arbeitsschritte oder Teflablaufe wer- 
den durch Betatigen beispielsweise einer Taste aufgerufen. 

Im folgenden werden das ProbengefaB A als Tube, Eluu'onsgefSB D als Back-Up-Gefaft Formkdrper C als as 
Glasvlieseinsatz und Stempel E als AuspreBstempel bezeichnet 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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bcnntt # 


All tlJLW. 


Zeit (s) 




i 


A OD6 X — IV 8U1 ACoKu IBHUWIUiC \Jltt£AV\* ul 




5 




/cn inn n i\ Tithes #1-16 








■uit*Hi«r»ii _ P*-nh* /I 000 m Tnbes 0 1 - 16 




to 


4 


l/TfftTl ■ 1DD6S YCTM IlllrPCO IXv OUlvnf 














c 


TLfijijiIiD.il- T7i Mum i — *30 TJV (ntxt'JtWpTi 


30 s 


15 


O 


T««lmK«ftrkn* Osi °T* nark fnfrnfKtiim 9 = JCT fnarallel 


300-1.200 s 




O 


TLTil j'lu— > Tinnmvi Tnlninsktf rat 






f 
1 




Ss 


20 


% 


absangen Waste (sequential 5 s) 


80s 




9 


Magnet 1NAOIV (parallel) 












25 


■ : — 

10 


Deckel - Tube flffhen (16 Stuck) 






11 


LWaschschrilt 




30 




pipemem - Waschlosung 500-1.000 pi (nieaer- 
molares Salz) in Tubes #1-16 






12 


rcsuspendferen; Frequenz = 30 Hz (parallel) 


<- 

jS 


35 


13 


Magnet AKHV (parallel) 


5s 


14 


ahsaneen * Waste (seouentiell 5 s) 


80s 




15 


Magnet 1NAOTV (parallel) 


3 S 


40 










16 


4% Vfl f ft ft * m * 

2. Wascnscnritt 

ptpetoertn - wmscblosung ow-x*uuu fti inieoer- 




45 




1 C«W\ Sm TmIim M 1 - 1 A 

niouunes a&iz) in luoes if x * 10 














17 


jcff^gmKcreti* Freouenz = 30 Tfe (naraDd) 


5s 


50 


18 


MaCTetAiOTV (parallel) 


5s 




19 


absangen - Waste (seouentiell 5 s) 


80s 




20 


Magnet INAKTTV (parallel) 


5s 


55 









60 
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Scfaritt* 


Aktioa 


Zat(s) 


20.1 


3. Wascfaschritt (optional) 

pipetikren - WischWsung 500-1.000 pi (nieder- 

molares Sab) m Tubes #1-16 










20.2 


fesiigpgnnigren; ritqueoz — xiz (psnuivii 


J 3 


20.3 


Mas^ ALOW (parallel) 


5s 


20.4 


absangen - Waste (sequ entieO 5 s) 


80s 


20.5 


Magnet 1NAKIIV (parallel) 


5s 








21 




pipcttiercn - Lyse-Mix, Reagenz 1+2 (400 pi) 
Giunidinlum Hydrochloric! oder Guanidhuum 
Rhodanid und Proteinase K (25 pi) in Tubes 
#1-16 




22 


Deckel -Tubes verscUieBea (16 Stuck) 










23 


resuspendieren: Frequenz=30 Hz (paiafld) 


1 _ 

5s 


24 


Inknbation: 9 = 70 °C 


600 s 




[Optional: Inkubatian: 9 = 95 °C bd pot infekt 
Proben] 


900s 


25 


Inknbation: 9 = RT 


300s 








26 


Deckel - Tubes df&m (16 Stfick) 




27 


pipettxeren - Ethanol (Isopropanol) 200 pi in 
Tnbes#l-16 




28 


Deckel - Tubes verscfalieBen (16 StOck) 










29 


Mischea; Frequenz = 3 0 Hz (parallel) 


30 s 








30 


Deckel - Tubes fiffoen (16 Stuck) 




31 


Glasvbes-Einsafz in Tube # 1 emsetrrn in 
Tubes#l-16 










32 


absaugen - Waste (sequcctieQ 5 s) 


80s 
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Schritttf 


Aktion 


Zeit(s) 


33 


pipettieren - WascfalOsimg 500 ptl (chaotropes 
Safa/Ethanol) in Tubes # 1 - 16 










34 


absangea- Waste (sequentidl 5 s) 


80s 








35 


pipettieren - WaschWstmg 500 pi (chmotropes 
Sak/Ethmol) in Tubes #1-16 




36 


absangea - Waste {sequentidl 5 $) 


80s 








37 


Back-Up-Gefitt auf Moonl setzen |» i - lot 




38 


pipettieren - Elutionsvoiomen in Back-Up-GefSB 
(100-200 til) in Tubes #1-16 




39 


Glasviies-Einsatz von Tube # 1 in JDacic-lJp-oeiaD 

AK»rf»t»rMt /fit .1A 




40 


AnspreOstempd (# 1 - 16) in Back-Up-GeOB hinein - 
Ehition 




41 


VerscfalieBen Back-UD-GeOB (16 Deckd) 




42 


Tube #1-16 vom RM nehmen - Waste 





Gewunschtenfalls werden die Absaugschlauche und die Ausnehmungen mittels einer Reinigungsfltissigkeit 
gespult und somit gereinigt (vor bzw. nach Diirchf uhrung des Verfahrens und in Abwesenheit der ProbengefaBe. 

Bezugszeichenliste 



40 A ProbengefaB 



10 EinlaBoffnung 

11 AusIaBdffaung 
17 innere Form 

45 19 AuBenform 

20 umlaufenderSteg 

22 Element zur Fixierung von weiteren Funktionselementen 



B Deckel 

50 

10 Bauelementzum VerschlieBendesProbengefaBesA 

1 1 Bauelement zum Ergreifen des Formkorpers C 

C Formkorper 

55 

11 pordse Matrix 

12 auBereKontur 

13 Mittel zur Fixierung des Formkorpers im ElutionsgefaB 

14 Hohlkorper 

60 15 Mittel zur Befestigung eines Deckels 

16 innere Kontur 

17 Mittel zur Fixierung eines Stempels E, umlaufend 

18 umlaufenderSteg, abbrechbar 

19 Rand 

65 

D ElutionsgefaB 
12 Einrastkerbe 
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E Stempel 

10 Andrucksflache 

11 AuBenkontur. . 

12 Innenraum 

13 Offnungen in der Andrucksflache 

14 Entnahmeoffnung 

15 Dichtung 

16 Einrastring 

17 Aussparung 



Gerat 



1 Rahmen 

10 Einbeit zur Aufnahme von ProbengefaBen 

11 Schwingungsdampf 

12 Loch zur Aufnahme von A 

13 Sockel 

14 InletzumHeizenundKiihlenvonA 

20 Einheit zur Thermostatisierung von ProbengefaBen 

21 KuhlVHeizmittel-Leitung 

30 Einheit zum Schuiicui vorrProbengefaBcn/Excer.terniotor 

40 Einheit zur magnetischen Abscheidung von Magnetpartikeln 

41 Achsen zum Drehen der Magnetsegmente 

42 Magnetsegmente ' 

50 Vakuumpumpe 

51 (Unterdruck-)SchIauch 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Freisetzung und Isolierung oder zur Freisetzung und Nachweis von Nukleinsauren aus 
biologischenKompartimenteneiner Probe, enthaltend die Schritte: .... 

— Inkubation der Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mit Magnetpartikel welche die 
biologischen Kompartimente binden kdnnen, unter SchGtteln des ProbenbearbeitungsgefaBes, 

— Positionierung eines Magneten in der NShe des GefaBes, so daB die Magnetpartikel an der GefcB- 
wand festgehalten werden, 

— Entfernen der resultierenden Flfissigkeit aus dem GefaB 

— Resuspension der Magnetpartikel in einer zweiten FlQssigkeit durch 

a) Entfernen des Magneten aus der Nahe des GefaBes, so daB die Magnetpartikel nicht mehr durch 
den Magneten an der GefaBwand festgehalten werden und gleichzeitig 

b) SchQtteln des GefaBes, 

— AufschiuB der unter Hersteliung einer AufschluBmischung, 

— Erwarmung der AufschluBmischung, 

— AbkQhlung der Mischung unter Bedingungen, die die Isolierung oder Hybridisierung der zu isoBe- 
renden oder nachzuweisenden NukleinsSure ermdglichen. 

Z Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend der genannten Schritte die Nuklein- 
sauren nicht aus dem GefaB entfernt werden. # 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die genannten Schritte in einem erazigen 
Reaktionsbtockstattfindea - m m 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die magnetischen Partikel erne GroBe von 
mehr als 2,8 junhaben. . 

5. System zur Freisetzung und Isolierung von Nukleinsauren aus einer Suspension von biologischen Kom- 
partimenten mit Magnetpartikeln enthaltend die Komponenten 

— eine Einheit (10) zur Aufnahme eines oder mehrerer ProbenbearbeitungsgefaBe (AX 

— eine Enheit (20) zur Thermostatisierung der ProbenbearbeitungsgefaBe (A) und darin enthahenen 
Flussigkeiten, 

— eine Einheit (30) zum Schutteln der ProbenbearbeitungsgefaBe (AX 

— eine Einheit (40) zur magnetischen Abscheidung der Magnetpartikel an eine Wand jedes Probenbe- 
arbeitungsgefaBes (AX 

in aufeinander abgestimmter Kopplung. 

6. System gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich Einheit (50) zur Entfemung von 
Flussigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB (A) enthalt 

7. System gemaB Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Einheiten (40) und (10) relativ 
zueinander beweglich gelagert sind 

8. System gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die ProbenbearbeitungsgefaBe (A) eine untere 
AuslaBoffnung (Al 1) aufweisen, die mh einer Saugvorrichtung (70) verbunden ist oder verbunden werden 
kana 

9. System gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Vielzahl von Probenbearbeitungsgef3- 
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54 System for the release and isolation of nucleic acids 

57 A method for the release and isolation of nucleic acids from 
biological compartments of a sample always employs a device that 
is suited for accepting one or more sample processing containers, 
thermostatically controlling and shaking the sample processing 
containers and magnetically separating magnetic particles. This 
substantially simplifies the isolation of nucleic acids. 
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Description 



The subject matter of the invention consists of a system for 
releasing and isolating nucleic acids and a method for using this 
system. . 

Detection methods that are based on the determination of 
nucleic acids in a sample have been contemplated with increasing 
interest in recent times. This interest lies, to name one 
example, in the achievable high specificity of the test. Nucleic 
acid detection in this context is fundamentally superior to 
antigen detections. However, while antigens are often already 
relatively accessible in a sample, nucleic acids, particularly 
the detection of organisms, generally require a few steps to be 
made accessible. Moreover, nucleic acids are present as a rule in 
very small concentrations. Purification methods, which to this 
point in time have been expensive, are known in the art with the 
isolation of nucleic acids from samples containing cells. 

The sample enrichment and sample preparation systems for 
nucleic acids currently offered en the market do not permit any 
targeted enrichment of cells using magnetic particles. The 
sensitivity- in these methods is often insufficiently high. The 
currently obtainable automatic sample preparation systems require 
organic solvents (phenol /alcohol and/or chloroform/alcohol 
mixtures to obtain nucleic acids. 

The currently used methods implementing an immobilization of 
nucleic acids employ essentially two principles to isolate 
nucleic acids. In a first possibility, liquid samples containing 
nucleic acids are suctioned through a solid-phase matrix, the 
nucleic acids being held in the solid-phase matrix. This assumes 
a prior lysis step that was executed in a divided container. 
Next, the nucleic acids are dissolved by suctioning them through 
an elution liquid from the solid-phase matrix. The elution 
solution is suctioned off in a container for further processing. 
However, what stood out is that the equipment currently used is 
insufficient with regard to the purity required to carry out a 
later amplification reaction, e.g. PCR. 

In a second principle, the nucleic acids are precipitated 
and separated using a centrifuge. However, in this method a so- 
called batch operation is indispensable. In a method of this 
type, a solution, containing cells for example, is laced in a 
first reaction container with lysis agents. Next, the reaction 
mixture is re-pipetted from the container into a centrifuge test 
tube. This test tube has an insert on which the released nucleic 
acids can be absorbed, while the remaining liquid can flow during 
the centrifuging into the lower area of the test tube. To wash 
the absorbed nucleic acids, the insert is treated one or more 
times with a washing liquid. To do this, the insert must be 
transferred into another centrifuge test tube so that no residues 
of the sample liquid end up back in the insert. In the last step, 
the insert is introduced into another new container. The nucleic 
acids would be converted into a solution that can be processed 
further by centrifuging an elution solution by inserting it into 
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an additional container. However, this method is encumbered by a 
high contamination risk and, on the other hand, a multiplicity of 
changes of the reaction tank are required. 

The object of the present invention was to produce a system 
in which the disadvantages of the prior art are completely or at 
least partially eliminated. In particular, nucleic acids can be 
absorbed and desorbed at a solid-phase matrix without a 
centrifuge being required for these steps. 

A key element of the invention is the use of simple modules 
typically occurring in analysis systems for operating the system. 

The subject matter of the invention is a method for the 
release and isolation or detection of nucleic acids from 
biological compartments of a sample, including the steps: 

- Incubation of the sample in a sample processing container 
together with magnetic particles, which can bond the 
biological compartments, while shaking the sample processing 
container , 

- Positioning of a magnet in the vicinity of the sample 
processing container, so that the magnetic particles are 
held against the container wail, 

-Removal of the resulting liquid from the sample processing 
container, 

-Resuspension of the magnetic particles in a second fluid 
by, 

a) Removal of the magnets from the vicinity of the 
sample processing container so that the magnetic 
particles are no longer held against the wall and 
simultaneous 

b) Shaking of the sample processing container, 

- Decomposition of the biological compartments under 
heating, 

- Cooling of the decomposition mixture under conditions that 
enable an immobilization or hybridization of the nucleic 
acids to be isolated or detected. 

Also a part of the subject matter of the invention is a 
system for release and isolation of nucleic acids from a 
suspension of biological compartments with magnetic particles. 

Nucleic acids in the sense of the present invention are 
nucleic acids that are present in biological compartments. In 
particular cells of a viral or bacterial origin are understood as 
falling under biological compartments. In an especially preferred 
case, the cells are present in an essentially isolated condition. 
In principle, multi-cell compartments can be processed according 
to the convention. These compartments with their nucleic acids 
are present in a sample at the beginning of the method according 
to the invention. Preferably, this sample is a suspension of the 
biological compartments in a liquid. Such samples can be 
obtained, for example, from body fluids, e.g. blood, saliva or 
urine. 
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The exit of nucleic acids from the biological compartments 
is to be understood as falling under the concept according to the 
invention of the release of nucleic acids. This exit can occur in 
a variety of optional ways. Preferably, the exit occurs by 
disintegration of the wall partitioning the biological 
compartments f rom ■ the fluid. This can be achieved, for example by 
treating the compartments with agents that destroy cell walls, 
e.g. proteinase K. 

The separation of the nucleic acids from other constituents 
of the sample is to be understood as falling under the concept of 
the isolation of nucleic acids. Such other constituents are, for 
example, the walls of the biological compartments, their 
decomposition products, additional substances contained in the 
biological compartments and substances contained in the liquid 
that surrounds the biological compartments in the sample. Among 
these are, for example, proteins and inhibitors for enzymes, in 
particular nucleic-acid-decomposing enzymes such as Dnase. In 
this sense, isolation can also be understood as a type of 
purification of the nucleic acids. This isolation can be either 
specific or unspecific with regard to other nucleic acids 
contained in the sample. 

A method in which the presence or quantity of nucleic acids 
is determined is to be understood as falling under the concept 
according to the invention of a detection of nucleic acids. These 
methods can be quantitative as well as qualitative in nature. For 
the execution of quantitative detection, a comparative test is 
conducted with a sample that contains a known quantity of the 
nucleic acids to be detected. The detection can be either 
specific or unspecific with regard to sequence. In order to make 
the detection specific, one normally uses so-called probes that 
are characterized in that they have a nucleo-base sequence that 
is more or less characteristic for the nucleic acids in the 
probe. If a specific detection of nucleic acids is desired, a 
probe is inserted that contains a base sequence that is 
complementary to the base sequence of the nucleic acid to be 
detected, but not to other nucleic acids in the sample. Probes 
can be molecules that contain a directly or indirectly detectable 
group. Directly detectable groups are, for example, radioactive 
( 32 P) color or fluorescent groups or metal atoms. Indirectly 
detectable groups are, for example, immunologically or 
enzymatically active compounds such as antibodies, antigens, 
haptenes, enzymes or enzymatically active partial enzymes. These 
are detected in a subsequent reaction or reaction sequence. 
Especially preferred are haptenes, e.g. digoxygenin or biotin. 
Such haptene-marked probes can easily be tested against the 
haptene in a subsequent reaction with a marked antibody. 

In a first step, the sample is incubated in a sample 
processing container together with magnetic particles (Beads), 
which can bond the biological compartments, while the sample 
processing container is shaken. Particles that can be transported 
by a magnet in a certain direction are to be understood as 
falling under the term magnetic particles. Included in this are, 



for example, f erro-magnetic or superparamagnetic materials. 
Especially preferred in the sense of the invention are 
ferromagnetic materials. Particles are solid materials with a 
small diameter. In the sense of the invention, particles that 
have an average grain size of more than 2.8 \im, but less then 200 
\xm are especially suitable. Especially preferably, they have an 
average grain size of between 10 and 15 Jim. The grain size 
distribution is preferably homogenous. These particles are 
modified on their surface so that the biological compartments can 
bond. Magnetic particles suitable for this are the known and 
commercially available latex magnetic particles, to which 
antibodies, for example, can be bonded. Antibodies that in 
particular are aligned against surface antigens are used to bond 
the biological compartments to the magnetic particles. Magnetic 
particles of this type are also commercially obtainable. 

The sample processing container is preferably located in a 
modular unit 10 of the system that is suited for the fixed 
acceptance thereof. The modular unit can also accept several 
containers. Especially preferably, this modular unit consists of 
a plate in which there are as many holes as there are containers 
to be accepted. The holes have a geometry adapted to the 
containers: The attachment of the containers in the modular unit 
is preferably to be configured so that the containers can easily 
be removed after the sample processing has been performed. 
Preferably, attached to the modular unit is a tube that routes 
negative pressure from a suction unit, for example a vacuum pump, 
up to the hole in the modular 10 and thus, with the sample 
processing container mounted, up to the discharge opening of the 
container. In the case of applying a negative pressure, liquid or 
air is therefore transported out of the sample processing 
container through the hose to the pump. Suitable valves are 
preferably regulated so that the negative pressure is then 
applied to the sample processing container only if a conveyance 
is to occur. 

The incubation of the samples having the magnetic particles 
can be configured in a variety of optional ways. What is required 
is that both the sample and the magnetic particles be fed into 
the sample processing container. Both the type of feeding and the 
sequence thereof are in principle without great significance for 
the process according to the invention. However, the magnetic 
particles in the form of a suspension having a known content of 
magnetic particles are preferably pipetted into the sample 
processing container. The sample is pipetted into the sample 
processing container either beforehand or afterwards. 

The incubation is performed under appropriate conditions 
long enough for a sufficient quantity of biological compartments 
to be bonded to the magnetic particles. This is normally a time 
period of between 1 and 10 minutes. The sample processing 
container is preferably sealed off in the process by appropriate 
means, e.g. by a cover and/or a valve. 

An important feature of the invention is that the mixture 
found in the sample processing container is shaken during the 
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incubation. This can take place at intermittent intervals. 
However, the shaking can also be performed during the entire 
incubation time, or only parts thereof. The shaking is employed 
to achieve a sufficient mixing of the biological compartments and 
the magnetic particles in liquid, especially the suspension or 
resuspension of the beads and the acceleration of the diffusion. 
In this way, the incubation time required for bonding the 
biological * compartments to the magnetic particles is reduced. 

The shaking is achieved by movement of the sample processing 
container, preferably in a horizontal direction. Especially 
preferably, a unit 10, which contains receptacles (holes) with 
one or more sample containers, is moved so that all sample 
containers located therein are shaken together. In the sense of 
the invention, the use of a unit 30 that does not manually 
perform the movement of the sample processing containers (A) is 
preferred. This unit can in principle be any mechanical apparatus 
that is suitable for mixing liquids in a container. A preferred 
example of such a unit is described below. 

A stepping .motor having an eccentric and a counterweight 
drives the complete DNA module (unit 10), which is mounted with 
vibration dampers on a fixed frame 1, into a circular eccentric 
track of fixed amplitude and variable frequency. The "preferred- 
amplitude is A <1.5 mm, the preferred frequency is 1 < f < 50 Hz. 
The mixing or resuspension duration, depending on the physical 
characteristics of the sample material, is between 5 and 30 
seconds. However, by replacing the eccentric, it is possible to 
manually vary the amplitude even in a few minutes. 

The combination of the system according to the invention 
with a pipetting apparatus is, as such, not obvious, since the 
provision of a defined positioning of the sample container before 
and after the pipetting is required for this. The shaking of the 
containers otherwise leads to the containers being located in 
another position after each shaking cycle. If the displacement of 
the transport track of the containers would result in the 
pipetting apparatus pipetting the liquid to be pipetted beside a 
container instead of into it, an orderly execution of an 
automatic process would be practically impossible. Therefore, it 
is ensured that the container after shaking is located in a 
defined, so-called home position in which a pipetting or other 
processes could occur. 

The use of a stepping motor is advantageous compared to the 
use of a DC motor for the defined home position and to the use 
with the fully automatic pipetting complex. The home position is 
detected using a light barrier. 

With respect to the structural design, there are also the 
following non-invasive alternative possibilities, which, however, 
are more complex and expensive in construction (1. and 2.) or 
take a longer time in the mixing steps (3.): 

1. A combination of one, two, or three linear drives within 
the plane or within space (X-, Y-, Z-axis) for the 
generation of Lissajous figures, for example. 
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2. Tumbling, shaking or knocking of the DNA module. 

3 . Magnetic stirrer 

The sample processing container (A) can in principle have 
any desired form. Such sample processing containers can be, for 
example, the recess of a micro-titer plate, e.g. in the 96 well 
format. However, this is preferably a hollow cylindrical 
container that has a top intake opening and especially preferably 
has a bottom discharge opening. A sample processing container of 
this type can be used for the reduced-contamination processing of 
nucleic acid samples. These containers preferably consist of 
plastic , e.g., polypropylene . 

After the incubation and bonding of the compartments to the 
magnetic particles, the biological compartments are removed from 
the liquid surrounding them. To do this, it has proven useful to 
collect the magnetic particles having the biological compartments 
bonded to them by positioning a magnet in the vicinity of the 
sample processing container. In this way the magnetic particles 
along with the biological compartments are preferably held 
against the container wall. Especially preferably, in the sense 
of the invention, a unit (40) having one or more permanent 
magnets or electromagnets is moved close to the sample processing 
container for the positioning of the magnets. The resulting 
distance of magnets from the sample processing container depends 
strongly on the size of the magnetic field that can be attained 
using the magnets and the size and magnetizability of the 
magnetic particles. In addition, the type of processing steps 
following later (e.g. mechanical loading of the magnets) has an 
effect on strength of the magnetic field to be used. If this is a 
permanent magnet, it is brought from a position that is 
insufficient for the separation of the magnetic particles during 
the incubation step to a position in the vicinity of the 
container so that the magnetic particles are held against the 
container wall. In the case of using an electromagnet, it is 
switched on and left in the switched-on state until a processing 
of the biological compartments that are held fast against the 
wall is completed. 

The case wherein the container is brought near the magnet is 
also to be understood as falling under the concept of positioning 
a magnet near the container. Ultimately, this involves only the 
movement of the magnets in relation to the container. 

The unit (40) preferably has a magnet that can be moved 
toward the sample processing container on a predetermined track, 
e.g., over rails or, preferably, by the movement of magnets on a 
circular track, e.g. about an axis positioned to the side of the 
sample container. Included here also is a motor that can execute 
the movement of the magnet both toward and away from the sample 
processing container. Preferably, the unit (40) has a toothed 
belt, which on one side of the DNA module uses four shafts for 
the acceptance of 4 magnets and on the end face has a toothed 
wheel to convert the rotary motion of the DC motor into the 
circular movement of the magnets. The two end positions are each 
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detected using a light barrier. On the opposite side of the DNA 
module, there is exactly the same arrangement so that the magnets 
of each side move synchronously toward each other. In this case, 
twice as many magnets as containers are used. In the exemplary 
case, the radius of the circular track is about 8mm and the 
largest distance df the magnets from the sample container is 
about 12 mm. 

In an "alternative arrangement, n + 1 magnets are used for n 
containers. In this case, one and the same magnet is guided 
between two adjacent tubes; thus n-1 [=2n- (n+1) ] magnets are 
spared. In the "ON" position, the magnet uses exerts maximum 
effect on the magnetic beads. In the "OFF" position, the magnet 
is so far from the tube that is exerts no effect on the magnetic 
beads. The drive time (t) between the end* positions "ON" or "OFF" 
preferably amounts to less than 1.5 seconds. 

Another alternative is the relative fixed positioning 
between magnet and container, but with the movement of a covering 
ji-metal between magnet and container. 

The magnet preferably has a mass between 0.5 and 5 g, 
especially preferably between 1 and 4 g, in the special case 2.3 
g. The outer dimensions are 10 mm x 10 mm x 3 mm. Rare earth 
materials (e.g. NeFeBr, VACODYM 370 HR) with an optimal BH 
maximum at the smallest dimensions have proven themselves as a 
suitable material for a permanent magnet. In this respect, it is 
beneficial to size the magnetic field especially distinctively. 
For this reason also the positioning of the magnets should occur 
as close as possible to the container. It is preferred, if 
possible, to select sample processing containers that attenuate 
the magnetic field as little as possible, e.g. those made of 
polypropylene . 

The inner wall, or a part thereof, which is located under 
the liquid surface of the sample, is generally used under the 
container wall of the sample processing container to cover the 
beads. Preferably, this is a side wall of the container. 

Next, the liquid surrounding the biological compartments is 
removed from the sample processing container. This occurs under 
conditions at which the magnetic particles stay back on the 
container wall. The type of removal depends on the sample 
processing container. It can, for example, be pipetted off. 
However, in a preferred embodiment in which the sample processing 
container has a bottom discharge opening, the liquid is simply 
suctioned off through it. This type of removal keeps the 
mechanical stress of the magnetic particles low and thus prevents 
the detachment of the magnetic particles from the container wall. 

An especially important step is the resuspension of the 
magnetic particles held back on the container wall in an added 
second liquid. To do this the magnet is removed from the vicinity 
of the container so that the magnetic particles are no longer 
held firm against the container wall by the magnet. As described 
above, it is also possible to remove the container from the 
vicinity of the magnet. According to the present invention, the 
simple removal of the magnet did not prove to be sufficient for 
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an adequate resuspension if the container is not also shaken, 
preferably at the same time. This shaking is in turn performed by- 
unit 30. It produces an even distribution of the magnetic 
particles in the second liquid. However, before removing the 
magnet, this second liquid can only be inserted, e.g. by 
pipetting it in, after the magnet in the sample processing 
container has been removed. 

The method according to the invention can also be used for 
additional purification of biological compartments. To accomplish 
this, a suspension of the magnetic particles, which contains the 
bonded biological compartments, is positioned in a sample 
processing container in relation to a magnet so that the magnetic 
particles are held against the container wall along with the 
biological compartments. Next, the liquid, that contained the 
biological compartments is removed from the container and then 
the magnetic particles are resuspended in a second liquid, here a 
washing medium, by removing the magnet from the vicinity of the 
container so that the magnetic particles are no longer held to 
the container wal 1 by the ma.griet and by simultaneously shaking 
the container. This washing process can be repeated if desired, 
until a sufficient purity of the biological compartments is 
achieved. 

The decomposition (lysis) of the biological compartments is 
next provided as an additional step of the process according to 
the invention. Methods for decomposing biological compartments 
are familiar to one skilled in the art, as are the specific 
conditions for certain types of compartments, e.g. cells. For 
example, the biological compartments for the decomposition of 
bacteria are laced with a mixture of proteinase K and incubated 
for a certain amount of time, which is incubated for the breakup 
or the partial or full digestion of the cell walls while 
releasing the nucleic acids contained in the biological 
compartments. It is preferable in this context to work at 
temperatures above room temperature, especially preferably 
between 70 and 95 °C. The mixture, which is produced by the 
decomposition of the cells is hereinafter referred to as the 
decomposition mixture. The incubation is preferably performed 
over a time period of 5 to 20 minutes, especially preferably 
between 10 and 15 minutes. 

In particular, if the decomposition of the cells has 
occurred at room temperature or at a slightly higher temperature, 
it is preferable to then heat the decomposition mixture to a 
higher temperature, for example to 70 °C, or, in the case of 
potentially infectious samples, to 95 °C. This can, if desired, 
deactivate even the lysis reagent, should it interfere in further 
steps . 

According to the present invention, heating or cooling of 
the liquid in the sample containers is performed by a unit 20. 
This unit, which principally consists of components that are 
typical for thermostats, is preferably partially integrated into 
unit 20 in which the sample processing containers can be 
positioned. It contains in particular a block made of metal that 
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has heat conductive properties. It is matched to the exterior 
shape of the sample processing containers and is preferably 
thermostatically controlled by a liquid medium. Depending on the 
reaction step to be performed in the sample processing container, 
the temperature of this block is increased or decreased. Known 
substances can be used for the liquid medium. The medium is 
preferably transported into the block through flexible hoses from 
a heating or cooling unit via a recirculating pump. The use of 
flexible hoses also enables attachment of the stationary 
components, such as the heater, the cooling unit and the 
recirculating pump, to the frame of the device, which is not 
moved with unit 10 during the process according to the invention. 
This is made possible in particular by virtue of the deflections 
being only relatively small during the shaking motions. 

Next, the decomposition mixture is cooled down and 
specifically under conditions that depend on the purpose of the 
process according to the invention. If an isolation of nucleic 
acids is to occur on a solid phase, conditions are set up in 
which the xiucleic acids can bond to this solid phase. A suitable 
method for bonding nucleic acids is the incubation of the 
released nucleic acids using glass surfaces in the presence of 
chaotropic salts. A method of this is described, for example, in 
European Patent A-0 389 063. According to this patent, the 
nucleic acids are bonded to the glass surface in an unspecified 
manner, while other components of the biological compartment and 
the decomposition reagents are either not bonded to the glass 
surface or are bonded only to an insignificant degree. 
Preferably, the liquid containing the remaining components is 
then removed, e.g., suctioned off, from the sample processing 
container, while the glass surface along with the nucleic acids 
bonded to it can remain in the sample processing container. In a 
preferred embodiment, a solid phase in the form of a glass-fiber 
veil is introduced into the sample processing container and 
incubated along with the mixture. As a result, the nucleic acids 
on the glass fiber are immobilized and in a simple way can be 
removed from the sample processing container along with the 
glass-fiber veil. 

For the case in which the nucleic acids are to detected 
after their release, they are hybridized using a probe. This 
probe, as described above is a molecule that has a base sequence 
complementing the nucleic acid to be detected or a portion 
thereof. In a preferred case, this is an oligonucleotide that is 
marked with a detectable group. The cooling of the reaction 
mixture therefore takes place under conditions in which a 
hybridization of the nucleic acid to be detected occurs using the 
nucleic acid probe. These temperatures are known to anyone 
skilled in the art. In another embodiment, a hybridization 
between the nucleic acid to be detected and a solid-phase-bonded 
nucleic-acid probe is used as a method for detecting nucleic 
acids. According to this method, the probe can be used on any 
solid phase, just so long as it can only be separated from the 
remaining reaction mixture, e.g., micro-titer plate cavities or 
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the inner wall of the sample processing container. Methods for 
immobilizing nucleic acid probes, in particular the so-called 
catcher probes, are known to anyone skilled in the art, for 
example from European Patent A-0 523 557. 

Generally, a separation of the nucleic acids to be isolated 
or detected from the surrounding liquid, which in some cases 
still contains residue of the decomposition mixture and possibly 
residue of the reagents used to bond the nucleic acids to a solid 
phase will follow the cooldown of the mixture. To do this, 
depending on the type of solid phase used, one can filter or 
remove the solid phase from the sample processing container or 
pipette the liquid off from the sample processing container. 

The bonded nucleic acids are then available either for 
neutralization of their bonding to the solid phase or for their 
direct detection in standard methods known to anyone skilled in 
the art for detecting nucleic acid sequences or a marking. 

The method according to the invention therefore uses a 
combination of processing steps that employ a unit 10 for 
accepting one or more sample processing containers, a unit 20 for 
thermostatic control of the sample processing containers and 
liquids contained therein, a unit 30 for shaking the sample 
processing containers and a unit 40 for magnetic separation of 
the magnetic particles at a wall of each sample processing 
container. Surprisingly, these processing steps and units can be 
executed in a single reaction block. "Reaction block" in this 
context is to be understood as an arrangement that partially or 
completely contains the units 10, 20, 30 and 40 in a manner 
wherein the components are harmonized in relation to each other. 
In a manner according to the invention, it is possible to have a 
process run in a simple manner in a single device wherein 
previously a number of manual working steps were assumed. In 
particular, it was shown that the reaction blocks according to 
the invention are especially effective. Methods for the release 
and isolation of nucleic acids can be executed with them faster, 
than before. Moreover, it is possible during the steps mentioned 
not to remove the nucleic acids from the container. With regard 
to the expenditure of time and the prevention of contamination, 
this illustrates a considerable step forward compared to the 
prior art. Typically in the past, cooling of suspensions was 
performed by manual removal of a sample processing container from 
the device and immersion of the container in a cooling bath. A 
process of this type has proven to be insufficiently suited for 
routine diagnostics in the future. 

A system for releasing and isolating nucleic acids from a 
suspension of biological compartments is therefore also part of 
the subject matter of the invention. It contains the following 
components : 

- a unit 10 for accepting one or more sample processing 
containers (A) , 

- a unit 20 for the thermostatic control of the sample 
processing containers (A) and the liquids contained therein, 
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- a unit 30 for the shaking of the sample processing 
containers (A) and 

- a unit 40 for the magnetic detachment of the magnetic 
particles on the wall of each sample processing container 
(A), 

all of the above being coupled together in a coordinated manner. 

Unit 10 preferably has the possibility of accepting several 
sample processing containers. Especially preferably, there is the 
possibility of accepting micro-titer plates in the 96-well 
format. Preferably, this system also contains a unit 50 for the 
removal of fluid from the sample processing container (A) . Units 
40 and 10 are also preferably arranged so as to be movable in 
relation to each other. In addition, the sample processing 
containers (A) preferably have bottom discharge openings (All) 
that are connected to a suction device -50 or can be connected to 
it. 

A system with units according to the invention is 
schematically shown in Figures 1 and 2 : 

Module 10 accepts one or more sample processing containers 
(A) and ensures that the heat transfer is optimized in accordance 
with the required heating and cooling rates. The module ensures a 
minimal deviation of the temperature from cavity to cavity. The 
module receives the temperature medium (e.g. water) and gives off 
heat or cold targeted in the direction of the sample processing 
container . 

The module accepts mechanical unit 40 for the movement of 
the magnets (magnets and rotational axes) . The can be located 
outside of the module, e.g., positioned on the frame. 

The module joins the sample processing containers together 
for common mixing. The module is connected to mixing apparatus 
30. 

The module accepts the suction hose 51 for suctioning off 
the liquid (the waste) to be removed from the sample containers. 
The module is sealed between the sample processing container and 
a base 13, made for example of polysulphone, so that no air is 
sucked between sample processing container and inlet block 14, 
made of aluminum for example, having holes 12 while suctioning 
off the waste. 

The module has a surface that is easy to clean and protects 
the user from being burned (e.g. by employing a plastic cover). 

Unit 20 essentially consists of liquid temperature 
regulation elements, a 3/2-way valve, lines 21, heater, cooler 
and recirculating pump. The temperature control reservoir outside 
of the module is larger than the total volume of the DNA module 
by factor at which the disturbance variable is minimized when the 
3/2-way valve is switched on an off. The heater and cooler 
control the first runnings and if needed can operate on a timed 
cycle. A controller switches the valve, heater and cooler and 
together with the appropriate volume flow of the recirculating 
pump achieve the desired heating and cooling rates. 

Alternatively, unit 20 can consist of dry temperature 
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regulation elements. The heating elements for heating and the 
Peltier elements for cooling are integrated directly into the DNA 
module. Advantage: No liquid-flow system in this extreme 
temperature range . 

Unit 30 mixes and resuspends. A stepping motor having an 
eccentric and a counterweight, all positioned on a solid frame, 
drive the complete DNA module, which is set on vibration dampers 
11, into a circular eccentric track of fixed amplitude and 
variable frequency. The amplitude is A <1 . 5 mm, and the frequency 
is 1 < f <50 Hz. The mixing or resuspension time is with the 
range 5 < t < 30 seconds. However, by replacing the eccentric, it 
is also possible to manually vary the amplitude in a few minutes. 

Unit 40 consists of a toothed belt, which on one side of the 
DNA module uses four shafts for the acceptance of 4 magnets and a 
toothed wheel on the end face to convert the rotary motion of the 
DC motor into the circular movement of the magnets. The two end 
limit positions are detected using light barrier at each end. 
Located on the opposite side of the DNA module is precisely the 
same arrangement so that the magnets of each side move 
synchronously in opposing directions toward each other. In this 
case, twice as many magnets as containers are used. 

In an alternative arrangement, n + 1 magnets - are used for n 
containers. In this case, one and the same magnet is guided 
between two adjacent containers, and thus n - 1[= 2n-(n+l)] 
magnets are spared. In the "ON" position, the magnet exerts 
maximum effect on the magnetic beads. In the "OFF" position, the 
magnet is far enough removed from the container that it exerts no 
effect on the magnetic beads. The driving time between the n ON" 
and u OFF" end positions is t < 1.5 seconds. 

The coupling of the components of the system is to be 
understood on one hand as functional, e.g. by integration of the 
magnets in the unit 10, and on the other hand as time-related, 
e.g. by regulation of the operation of the units in a sequence 
appropriate for the desired use; this can be accomplished, for 
example, using a computer program or by the user initiating the 
individual steps. 

A method for the isolation of nucleic acids according to the 
invention is shown in Figure 3. Reference is made to this figure 
for the delineation of a method described in the following 
example. The sample container is located in a receptacle in unit 
10, a web preferably being provided on the sample container that 
is adapted to the interior shape of the receptacle (e.g. conical 
exterior shape) . The containers shown in longitudinal cross- 
section can be produced out of polypropylene in a simple manner 
using injection molding technology. 

A principal advantage of the invention is that the system in 
an extended scope can be adapted to the use of various sizes of 
magnetic particles. It can be employed relatively flexibly and in 
widely varying methods. 

The subject matter of the invention is explained in greater 
detail using the following example. 
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Example 1 



The method according to the invention is a method whose 
basic features are known to anyone skilled in the art from the 
field of nucleic acid diagnostics. To the extent that 
experimental details are not described in detail below, the 
complete content thereof can be obtained from Molecular Cloning, 
publisher J. Sambrook et al, SCH 1989.. 

In a special embodiment of the method according to the 
invention, the following operational steps are carried out for 
the processing of sample solutions containing nucleic acids (see 
Figure 3). In a first step (I), a sample liquid containing cells 
is incubated in a sample container A along with a material to 
which the cells are bonded, from which nucleic acids are to be 
obtained. For this purpose, this material can have either 
specific bonding properties for the surface of the cells, e.g. by 
immobilization of antibodies against surface antigens or an 
absorber material (A 16, not shown here) . However, a material 
with filter characteristics (A 15, not shown) can also be 
provided whereby the cells are held back if the liquid passes 
through the material, e.g. is removed from the sample container. 
Conditions for the immobilization of cells on surfaces are known 
to anyone skilled in the art, e.g. from Methods in Enzymology 
Vol. 171, "Biomembranes/Part R Transport Theory: Cell and Model 
Membranes", Edited by Sidney Fleischer, Becca Fleisher, 
Department of Molecular Biology, Vanderbilt University, 
Nashville, Tennessee, pp. 44 and following or 581 and following. 

During the incubation, the sample container is preferably 
sealed by a cover B to ensure active or passive contamination 
protection. 

In an additional step, the liquid is removed from the sample 
container, while cells, whose nucleic acids are to be isolated, 
remain bonded to the material in the sample container. Since the 
material for bonding cells involves particular materials, a 
holding back can be accomplished by the material being magnetic 
(manufacturer: Dynal, Oslo, Norway) and the magnet being brought 
from outside up to the sample container. The liquid can be 
suctioned through the outlet opening All while applying a light 
vacuum. A valve, which opens by application of negative pressure, 
is provided for this purpose on the discharge opening. 

For more extensive removal of any interfering sample 
components from the cells, one or more washing steps are 
provided. To do this the sample container is filled with a 
washing liquid in which any impurities are dissolved, but which 
does not significantly affect the bonding of the cells to the 
surface of the cell-bonding material. Washing solutions of this 
type are known to anyone skilled in the art, e.g. from the cell 
separation protocols or from corresponding purity protocols for 
nucleic acids. They are determined essentially according to the 
type of bonding of the cells to the material. 

After a last washing solution, when used, has been suctioned 
out of the sample container, the cleaned, enriched cells are 
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brought into contact with a lysis liquid suited for the release 
of nucleic acids from the cells. The reagents of this lysis 
solution are to a large extent determined according to the type 
of immobilized cells (Rolfs et al . : PCR, Clinical Diagnostics and 
Research, Springer Verlag, 1992, p 84 and following) . If the 
cells are bacteria, the lysis solution preferably contains 
proteinase K for the decomposition of the cell wall. If desired, 
the lysis is supported by heating or cooling as well as mixing of 
the reaction mixture by shaking the sample container. At the end. 
of this decomposition, the nucleic acids to be isolated are 
present in a free state in the solution. 

Even during the lysis, the reaction container is preferably 
sealed by a cover in order to avoid contamination from the 
surrounding environment. After the end of. the lysis, the cover is 
removed, preferably using an appropriate mechanical device. Then, 
a shaped body C, the outer contour C12 of which is matched to 
inner contour A17 of the sample container, is introduced into the 
sample container, which contains a mixture of decomposition 
products of the cells as well as the nucleic acids. This shaped 
body is hollow and in the direction toward the sample container 
ancLJthe related m ixt ure is enclosed by a filter Cll (porous 
matrix) . The introduction of the shaped body C is preferably 
accomplished using a component Bll of cover B, which also 
contains a component BIO that is suited for sealing the sample 
container. In this case, the shaped body is engaged with the 
cover (II) and at the same time is introduced into the sample 
container along with the closure of the sample container. During 
this process, the reaction mixture will also penetrate through 
filter Cll into hollow space C14 of shaped body (IV). By 
provision of the filter, on the one hand large particles can be 
blocked at the entrance into the hollow space and on the other 
hand a bonding of the nucleic acids to the filter is achieved, 
due to the nucleic acid bonding properties, even during the 
passage of the reaction mixture through the hollow space. In this 
case, a filter material containing glass fibers is selected. 

In a next step, the remaining lysis reaction mixture is 
removed from the device formed by A and C by suctioning it 
through discharge opening All into the sample container. This 
also removes the solution that has intruded into hollow body C14 
of the shaped body so that the filter, to the greatest extent 
possible, contains no more liquid. Then, the previously used 
cover B is removed, shaped body C remaining (snapped on) for the 
time being in the sample container (V) . 

Simultaneously or subsequently, an elution container D is 
prepared for acceptance of shaped body C (either within the 
system according to the invention or outside) . Any cover located 
on this container is removed (VI) . Preferably, before 
transferring shaped body C into elution container D, an elution 
solution is placed in the elution container, e.g. pipetted in. 
The composition of the elution solution is determined according 
to the type of bonding of the nucleic acids to the material in 
filter C. It contains reagents, under the effect of which the 
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immobilized nucleic acids are eluted, i.e. released, from the 
material. Cover B originally enclosing the elution container is 
snapped onto sample container A along with shaped body C (VII) . 

To remove shaped body C from sample container A, shaped body 
C is removed along with cover B (VIII) . The combination of cover 
and shaped body is then introduced into the elution tank (IX) . 
Preferably, shaped body C contains means (C13, not shown) for 
affixing the shaped body in elution container D to ensure that 
the shaped body can be removed from container D only by 
destroying the shaped body C or container D or by using a force 
that is greater then the force that is required to loosen cover B 
from shaped body C. A removal of the shaped body from the elution 
container is not intended. 

During the penetration of shaped body C into the elution 
container, the elution solution placed in the container 
penetrates into filter Cll and it loosens the immobilized nucleic 
acids from the solid matrix. Depending on the quantity of the 
elution solution placed in the container, either the filter is 
saturated only with the elution solution or the elution solution 
along with the released nucleic acids penetrate into the hollow 
body C14. In order for the elution of the nucleic acids to 
"proceed to completion, the inner contour of the elution container 
should be adapted to seal tightly to the outer contour of the 
shaped body. 

In a next step, cover B is removed from the combination of 
shaped body C and elution container D (X) . It is used to accept a 
plunger E (XI) and to introduce it into the hollow space of the 
shaped body C (XII) . This cover grips from within in plunger E. 
The plunger is pressed so firmly against filter Cll that liquid 
from the filter penetrates through an opening located in the 
pressing surface into an interior space of the plunger. This 
process is especially effective if the pressing surface in its 
outer contour, at least in the area in which the pressing is to 
take place, is adapted to the inner contour of the shaped body C. 
The plunger E can preferably be fixed in this position, e.g. by 
latching it in place. Since the device formed in this way is 
sealed relatively well by the cover, the solution containing 
nucleic acid can be stored in the device. 

To remove a desired quantity of nucleic acid solution, the 
cover can be removed (XIII) and the desired quantity can be drawn 
out through an opening of the inner space of the plunger, e.g. in 
a pipetting process (XIV) . Then, the cover can be reapplied. 

The flow chart matched to the protected method is specified 
below. 
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Device 



User 



automatic (program-controlled) manual 

controlling of temperature - pipetting 

suctioning off - tubes, glass-fiber veil, 

placing backup container 
on the device 

separation (magnetic solid phase) 
mixing/resuspending 

Manual operating steps are printed in boldface. Non-manual 
operating steps or partial sequences are retrieved, for example, 
by pressing a button. 

Hereinafter, sample container A is designated as a tube, 
elution container D as a backup container, shaped body C as a 
glass- fiber veil and plunger E as a press-out plunger. 



Step # Action Time 

(s) 

1 Place tube * 1 - 16 on reaction module 

2 Pipetting - receptor (50-100 ^1) and SA beads 
(50-100 ^il) in tubes # 1-16 

3 Pipetting - sample (1000 ^il) in tubes #1-16 

4 Cover - close tubes (16 pieces) 

5 Mixing; frequency = 30 Hz (parallel) 30 s 

6 Incubation; 9 = 4 °C, after incubation 9 = RT 
(parallel) 300 - 1,200 s 

6* Mix during incubation if necessary 

7 Magnet ACTIVE (parallel) 5 s 

8 Suction off waste (5-s sequences) 80 s 

9 Magnet INACTIVE (parallel) 5 s 

10 Cover - open tube (16 pieces) 

11 l 8t washing step 

pipetting - wash solution 500 - 1000 \il (low molar 
salt) in tubes #1-16 

12 Resuspending; frequency = 30 Hz (parallel) 5 s 

17 



13 Magnet ACTIVE (parallel) 5 s 

14 Suctioning off - waste (5-s sequences) 80 s 

15 Magnet INACTIVE (parallel) 5 s 

16 2 nd washing step 

pipetting - wash solution 500 - 1000 jil (low molar 
salt) in tubes #1-16 

17 Resuspending; frequency = 30 Hz (parallel) 5 s 

18 Magnet ACTIVE (parallel) 5 s 

19 Suctioning off - waste (5-s sequences) 80 s 

20 Magnet INACTIVE (parallel) 5 s 

20.1 3 rd washin g step (opti on al) 

pipetting - wash solution 500 - 1000 |al (low molar 
salt) in tubes #1-16 

20.2 Resuspending; frequency = 30 Hz (parallel) 5 s 

20.3 Magnet ACTIVE (parallel) 5 s 

20.4 Suctioning off - waste (5-s sequences) 80 s 

20.5 Magnet INACTIVE (parallel) 5 s 

21 Pipetting - lysis mix, reagent 1+2 (400 ^1) 
Guanidinium hydrochloride or guanidinium 
thiocynate and proteinase K (25 |il) in tubes 
#1-16 

22 Cover - close tubes (16 pieces) 

23 Resuspend; frequency = 30 Hz (parallel) 5 s 

24 Incubation: 9 = 70 °C 600 s 
[Optional: Incubation: 9 = 95 °C for potentially 900 s 
infected samples] 

25 Incubation: 9 = RT 300 s 

26 Cover - open tubes (16 pieces) 

27 Pipetting - ethanol (isopropanol) 200 \il in tubes 
#1-16 

28 Cover - close tubes (16 pieces) 
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29 Mixing; frequency = 30 Hz (parallel) 30 s 

30 Cover - open tubes (16 pieces) 

31 Install glass-fiber veil in tubes #1-16 

32 Suctioning off - waste (5-s sequences) 80 

33 Pipetting - wash solution 500 [il (chaotropic 
salt/ethanol) 

In tubes #1-16 

34 Suctioning off - waste (5-s sequences) 80 

35 Pipetting - wash solution 500 ^1 (chaotropic 
salt/ethanol) 

In tubes #1-16 

36 Suctioning off - waste (5-s sequences) 80 

37 Sjet backup container on module (# 1-16) 

38 Pipetting - elution volumes into backup container (100 
200 1) 

In tubes #1-16 

39 Transfer glass-fiber veil from tub # 1 into 
backup container (# 1 - 16) 

40 Press -out plunger (#1-16) into backup container - 
elution 

41 Close backup container (16 covers) 

42 Take tube #1-16 from the RM - waste 

If desired, the suction hoses and the recesses are rinsed 
and thereby cleaned using a cleaning liquid (before or after 
executing the method and in the absence of sample containers. 

Reference number list 
A Sample container 

10 Intake opening 

11 Discharge opening 
17 Interior shape 

19 Exterior shape 

20 Circulating web 

22 Element for affixing additional functional elements 
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B Cover 



10 Component for sealing sample container A 

11 Component for gripping shaped body C 

C Shaped body 

11 Porous matrix 

12 Outer contour 

13 Means for affixing the shaped body in the elution container 

14 Hollow body 

15 Means for attaching a cover 

16 Inner contour 

17 Means for affixing a plunger 

18 Circulating web, detachable 

19 Rim 

D Elution container 

12 Latching notch 

E Plunger 

10 Pressing surface 

11 Outer contour 

12 Inner space 

13 Openings in the pressing surface 

14 Discharge opening 

15 Seal 

16 Latch ring 

17 Recess 

Device 

I Frame 

10 Unit for the acceptance of sample containers 

II Vibration damper 

12 Hole for the acceptance of A 

13 Base 

14 Inlet for heating and cooling of A 

20 Unit for thermostatic control of sample containers 

21 Cooling/heating line 

30 Unit for shaking sample containers /eccentric motor 

40 Unit for magnetic separation of magnetic particles 

41 Axes for the rotation of the magnet segments 

42 Magnet segments 

50 Vacuum pump 

51 (Negative pressure) hose 
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Patent Claims 

1. A method for the release and isolation or the release and 
detection of nucleic acids from biological compartments of a 
sample, including the steps: 

- Incubation of the sample in a sample processing container 
together with magnetic particles that can bond the 
biological compartments under shaking of the sample 
processing container, 

- Positioning of a magnet in the vicinity of the container 
so that the magnetic particles are held against the 
container wall, 

-Removal of the resulting liquid from the container 

- Resuspension of the magnetic particles in a second liquid 
by 

a) Removal of the magnet from the vicinity of the 
container so that the magnetic particles are no longer 
held against the container wall and simultaneous 

b) Shaking of the CGnta-i-ner, 

- Decomposition under production of a decomposition mixture 

- Heating of the decomposition mixture _ . 

- Cooling of the mixture under circumstances that enable the 
isolation or hybridization of the nucleic acids to be 
isolated or detected. 

2. The method as recited in Claim 1, characterized in that during 
the cited steps, the nucleic acids are not removed from the 
container. 

3. The method as recited in Claim 1, characterized in that the 
cited steps are carried out within a single reaction block. 

4. The method as recited in Claim 1, characterized in that the 
magnetic particles have a size greater than 2.8 \im. 

5. A system for the release and isolation of nucleic acids from a 
suspension of biological compartments having magnetic particles, 
said system including the following components: 

- a unit (10) for the acceptance of one or more sample 
processing containers (A) , 

- a unit (20) for the thermostatic control of the sample 
processing containers (A) and the liquids contained therein, 

- a unit (30) for the shaking of the sample processing 
containers (A) , 

- a unit (40) for the magnetic separation of the magnetic 
particles on the wall of each sample processing container 
(A), 

coupled to each other in a harmonized manner. 

6. The system as recited in Claim 5, characterized in that it 
contains an additional unit (50) for the removal of liquid from 
the sample processing container (A) . 

7. The system as recited in Claim 5 or 6, characterized in that 
the units (40) and (10) are situated so as to be movable in 
relation to each other. 

8. The system as recited in Claim 5, characterized in that the 
sample processing containers (A) have a lower discharge opening 
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(All) that is connected to, or can be connected to, a suction 
apparatus (70) . 

9. The system as recited in Claim 5, characterized in that it 
contains a multiplicity of sample processing containers (A) . 



3 pages of drawings attached 



Leerseite - blank page 



WASTE Behalter = waste container 
Unterdruckvorrat = negative pressure reservoir 
VAKUUMPUMPE - vacuum pump 

Magnetmechanik fur Beadseparation = magnet mechanism for bead 
separation 

DNA MODUL = DNA module 

Excenterantrieb fur die Mischfunktion = eccentric drive for 
mixing operation 

UMWALZPUMPE = recirculating pump 
2-WEGE-VENTIL = 2 -way valve 
HEIZUNG = heater 
KUHLER = cooler 
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